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CAPITULO I

INTRODUCCION




Objetivo:

En este trabajo se pretende elaborar un estudio bibliogrd
fico sobre la incidencia de botulismo en los alimentos, tratando-
de mostrar los factores que intervienen para la formacidn de la -

exotoxina.

Cabe sefialar que el botulismo no es la inica intoxicacidn
diseminada por alimentos, pero por la importancia que tiene para

la salud piblica merece una atencidn especial.

De ahi que se insiste en el conocimiento del microorganis
mo para tener al alcance las bases necesarias para su destruccion,

o por lo menos evitar su proliferacion.

Otro de los objetivos aue se persiguen es resumir la in--
formacion dispersa sobre el botulismo, para que pueda servir en -

un futuro proximo como base de estudios experimentales.



Clostridium botulinum

La extrema gravedad que representa el consumo de alimen-
tos contaminados con este microorganismo, debido a fallas en el-
procesamiento de algunos alimentos suceptibles, tanto a nivel in
dustrial como casero, nos ha llevado a investigar las causas que

pueden dar origen a esta contaminacidn en alimentos.

Debido a que en México la industrializacion de alimentos
es muy reciente, nos hemos encontrado con la falta de registros-
de intoxicaciones provocadas por este género, tanto en Institu--
ciones Gubernamentales como privadas, por lo que la mayoria de -
las incidencias las hemos tomado de los registros de los Estados

Unidos de Norteamérica.

Remotdndonos a los inicios de la intoxicacidn, nos encon
tramos que en el momento en que surge la necesidad de preservar-
los alimentos es cuando, debido al crecimiento de la poblacidn o
a la escases de alimento en algunas épocas del afio, aparecen, --

juntamente con ello, los problemas de contaminacidn.

En un principio no fue posible de evitar el desarrollo -
del microorganismo completamente, produciéndose intoxicaciones -

con sintomas antes desconocidos.



Eso cred la necesidad de investigar las causas de estas ~

anomalias en el consumo alimenticio de los pueblos, como por ejem
plo en lo tocante a carne ahumada, embutidos, conservas de pesca-
do, asi como a frutas y legumbres. Dichos alimentos se prepara--
ban muchas veces sin ninguna vigilancia de tipo microbioldgico y-
basdndose exclusivamente en propiedades organolépticas (color, --
olor, sabor, textura). Con tales preparados se logrd un mayor co
mercio entre los pueblos y una abundancia en la disponibilidad de

alimentos para nutrir a la cada vez mayor poblacidn.

Surge en este momento la necesidad de que los alimentos -
conservados tengan una calidad organoléptica y sanitaria acepta--

bles para el consumidor.

Este es el punto de partida para investigar la manera de
mejorar las preparaciones alimenticias, y mantener a los alimen-
tos 1ibres de contaminacidn; en este caso especifico, exentos de

bacterias como Cl1. botulinum.

Cl. botulinum: prolifera en el alimento y provoca la --
aparicién de diversos géneros de toxinas especificas: A, B, C, -
D, E, F, las cuales causan trastornos especificos al ingerir el-
alimento contaminado con este microorganismo. En ciertos casos-

sobreviene la muerte, ya que después de la ingestion del alimen-



to contaminado no es inmediata la aparicion de los primeros sinto
mas, y por lo tanto no es rdapido el tratamiento con la antitoxina
adecuada para contrarrestar tal efecto téxico. Para evitar estos
casos extremos se han investigado condiciones de temperatura y hu
medad adecuadas, acidez, pH, adicidn de colorantes, sales, radia-
ciones, etc..... con la finalidad de evitar la proliferacidon del-
microorganismo y mantener a los alimentos exentos de ellos y en -

condiciones aptas para el consumo humano.

En 1a medida de 1o posible ha sido nuestro propdsito pre-
sentar las incidencias del botulismo en México; pero como ya se-
dijo existen pocos datos que nos permitan hacer inferencias esta-
disticas sobre la distribucidn, zonas de mayor peligro, medidas -
tomadas en los alimentos enlatados, etc.... y de esta manera ha--

cer un diagndstico de la realidad nacional respecto al botulismo.

Sin embargoy no deja de tener importancia este estudio bi
bliogrdfico, pues existe un indice mds o menos elevado de mortan-

dad por causa de intoxicaciones no diagnosticadas.

Es conveniente sefialar gue hasta la fecha siguen las in--
vestigaciones sobre el botulismo, ya que aiin no se conoce total--
mente el mecanismo de formacion de la exotoxina; de manera que -

este trabajo es un aporte preliminar para otras investigaciones -



mas profundas y esperamos que sirva de base para la formacién de

los futuros egresados de la Facultad en el drea de alimentos.

En la parte de generalidades se presentan los factores --
que intervienen en el crecimiento de C1. botulinum, su identifica

cion y eliminacion.

Se ha comprobado que la alta resistencia de las esporas -
al calor permite su conservacion en los alimentos enlatados, que-
a su debido tiempo, y bajo condiciones adecuadas, germinarian dan

do células que producen la exotoxina.

En el capitulo de toxinas se tratard 1o relativo al peso-
molecular, dosis minima letal, aislamiento, efecto sobre el siste
ma nervioso, importancia para el hombre de las toxinas tipo A, B,

y E.

En Ta medida en que estemos en capacidad de conocer las -
caracteristicas de la exotoxina podremos disponer de las medidas-
necesarias para prevenir las intoxicaciones del "veneno mds vene-

noso" (2) en los alimentos enlatados.

Por lo naterior, se presentan los alimentos mas suscepti-

bles de "contaminarse", a' fin de que al adquirirlos se tengan --



los cuidados de observar las caracteristicas externas de los ali-
mentos enlatados y de fabricacion casera que se conservan en con-
diciones anaerobias. Cabe resaltar el hecho de que los envases -
contaminados presentan abombamiento y é&ste es uno delos indicado-

res visuales de importancia.

Obviamente que el consumo de un alimento con presencia de
exotoxina puede traer como corolario brotes epidémicos con conse-

cuencias irreversibles que conduzcan hasta la muerte.

En el capitulo V se dan datos estadisticos y muertes con-

los alimentos que mds intoxicaciones han provocado.



CAPITULO T

GENERALIDADES




II.1 Antecedentes:

E1 botulismo es una intoxicacién acompafiada de neuroparai-

i A LY

1isis, producida por la ingestién de dlimentos que contienen exoto=
xinas de Cl.botulinum. (31)

Etimol6gicamente 1a palabra botulismo viene del latin "bo
tulus", embutido (intoxicacién por los venenos de los embutidos).Cl
botulinum fué descrito por vez primera en Wurttember, Alemania, en
1873. Fue descubierto por Evans Emergen, en 1876, quien 1o 11amé -

"Bacillus botulinum". Vinculé la intoxicacidn que produce a una --

toxina del mismo nombre.
Originalmente el bacilo fue aislado de un jamén curado --
que habfa sido 1a causa de la intoxicacién de 34 personas. También-
fué aislado del intestino y del bazo de personas fallecidas a con-
secuencia de la intoxicacién. (35)
Todos hemos ingerido este organismo alguna vez, pero*lga:w
bactgijgvmisma no es infecciosa y es incapaz de acusar sintomas de-

e

envenenamiento en el hombre.



Cuando el organismo crece bajo condiciones favorables en

— iy
S ————

el alimento (ausencia de aire) se produce la toxina. La_ intoxica-

e

cidn es ocasionada por una poderosa toxina. Si la toxina es.consu

mida, el resultado es el botulismo. Una cucharada de toxina puede

mgtér a un mi]lﬁp“de_personas; bastan 0.3,(9 para matar a una per
kL

E1 alimento responsable puede tener apariencia normal; -
pero generalmente estd podrido, huele a una combinacidn de mante--
quilla rancia y carne podrida.

;h el botulismo, de hecho, no hay invasion de tejidos por
qugrng ?S ep{si g] organismo mismo o sus esporas lo que producen -
la intoxicacidn, sino la exotoxina formada en condiciones anaerd--
bicas.’Lo anterior se ha comprobado en condiciones experimentales,
inyectando dosis masivas de esporas a cobayos sin observar efec--
tos tdxicos.

Sin embargo, se ha encontrado botulismo en heridas con-
taminadas y en cultivos mezclados con bacterias aerobias y anaero
bias. Por lo tanto, en circunstancias extrafias puede proliferar-

en los tejidos. (2 )



Para evitar 1a producc16n de la toxina hay que inhibir-

e

la act1v1dad de] m1croorgan1snn Su esporu]ac16n y la germ1nac16n

—————

de Tas esporas.

La toxina y la forma vegetativa son termoldbiles; pero-

S

las esporas son termorresistentes y es sumamente peligroso que --
contaminen los alimentos. (31)
Cl. botulinum es un organismo patégeno, saprdfito, co-

e —

min de1 sue10 Hay por 1o menos seis tipos A, B, C, D, Ey F de
los cuales veremos aqui los A, B y E porque producen botulismo en
el hombre. Los otros tipos son téxicos para los animales. (2 )
Morfologfa:

Cl. botulinum pertenece a la parte 16, bacterias Gram-

positivas, esporuladas, familia Bacillaceae, género Clostridium,-

especie botulinum. (segin el "Manual de Bergey de Bacteriologia De

terminativa", octava edicién)- La palabra Clostridium significa-

"fusiforme" y describe el aspecto de miembros del género. Se cla

sifican de acuerdo a la posicidén de las esporas y por sus caracte

risticas fisiolégicas. Pueden ser sacarolfticos (que descomponen

el azicar) o proteoliticos (que atacan a las protefnas). (15)

10



F1 agente etioldgico del botulismo (Cl.botulinum) es un
bacilo en forma cilindrica, Gram positivo y polimorfo, de extremi-
dades redondas, con una longitud de 3 a 8 micras y un grosor de -

0.5 a 0.8 micras que forma elementos acortados o filamentos alar-

gados, mévil, poseyendo de 3 a 4 flagelos. Es anaerobio, del sue

lo, sapr6fito, formador de gas. En el medio exterior produce es-

poras ovales centrales o subterminales, ddndole al microbio un as

pecto parecido al de una raqueta de tenis. Se presenta en dos --

formas: vegetativa y esporulada(ver 11.4 v11.7) (35)

/%%g
/i %,
% s

Clostridium botulmum

Pertenece a las especies proteolfticas; desintegra, en
medios 1iquidos, trozos de tejidos y albimina de hugvo, licta la -
gelatina y desprende 4cido sulfhidrico, amonfaco, aminas voldtiles
cetonas, alcoholes y los dcidos acético, butirico y l1actico; pep-
toniza 1a leche con desprendimiento de gas. Fermenta la glucosa,-
1a levulosa, 1a maltosa y la glicerina, con formacién de dcidos y

gas. (35)

11



I1.3 Obtencién de la energia metabdlica:

C1.botulinum, por ser una especie proteolitica, fermen-
ta los hidratos de carbono con produccién de gas, pero a veces esta-
produccién no se observa fdcilmente y por lo tanto obtiene su ener--
gfa metab6lica por oxidacién de aminodcidos. Los aminodcidos esen--

‘cia1es son: cistina, leucina, lisina, y prolina.

Como son anaerobios estrictos su Gltimo aceptor de hidré--
geno no es el oxfgeno molecular, sino los propios aminodcidos, o los
productos de su metabolismo.

Cl.botulinum 1leva a cabo la oxidacién anaerobia por me--
dio de Ta oxidacidon de unos aminodcidos, mientras que los otros se -

reducen. A esta reaccién se le denomina reaccién de Stickland.

Reaccidn general.
R1 - CHNH2 - COOH <+ Rp2 - CHNH2 - COOH <+ H20 -

—---#Ry - CHy - COOH + Ry - CO - COOH + 2NHg

E1 aminodcido (1) recibe dtomos de hidrdgeno de (2) y se -
reduce a dcido graso, en tanto que (2) es oxidado a cetodcido.

Para el efecto se requiere de varias enzimas, una deshidro
genasa especifica para cada uno de los aminodcidos que intervienen -
y una coenzima portadora del hidrégeno y finalmente la intervencién-

de un piridin nucledtido.

12



Ejemplo de una reaccidn de Stickland:

CH3NH, - COOH + CH3 - CHNH - COOH + Hp0 ---------
glicina alanina
---4 CH3 - COOH + CH3 - CO - COOH + 2NH3
ac. acético ac. pirdvico

Los aminoacidos que intervienen en estas reacciones se divi-
den en dos grupos: donadores y aceptores de. hidrdgeno.

Cualquier donador en presencia de cualquier aceptor de hidrd
geno producird una reaccidn de Stickland. Esta oxido reduccidn es muy
rdpida, igual que la reacci6n aerobia de los hidratos de carbono por -
1os microorganismos de la fermentacidn.

La reaccién de Stickland bien puede ser l1a principal fuente-
de energfa para C1. botulinum porque esterifica el fosforo inorgdni-

co y se sintetiza ATP. (2)

Forma vegetativa:

Se encuentran constantemente en el contenido intestinal del-
hombre y de los animales, expulsdndose al exterior con las heces feca-
les. Estas formas, al caer al suelo conservan durante mucho tiempo -

(afios) su forma de espora. (15)

Clasificacion:
Bergey (octava edicién del "Manual de Bacteriologfa Determi-
nativa"), sugiere que el término C1. botulinum se refiera al tipo-

no ovolitico y ej de Cl.parabotulinum para el ovolitico.

13



Las cepas de Cl.botulinum se desarrollan con menor rapi-

dez que Tas del tipo parabotul inum.

En placas de gelosa-sangre de cordero y glucosa, las colo
nias superficiales son sumamente granulosas, con bordes dentados, -
producen gas con olor de dcido butfrico, no producen cambio alguno-
en la leche, no licdan la carne cocida, el suero de Loffler, el sue
ro coagulado y la clara de huevo. La licuefaccién de T1a gelatina em
pieza lentamente hacia el séptimo dfa y no es completa sino hasta -
la tercera semana. Produce dcido y gas de la glucosa, la fructosa,-
la maltosa, la sacarosa, la dextrina, el glicerol, adonita e inosi-
ta; no fermenta a la lactosa ni a la salicina. (31)

Cl.parabotulinum se desarrolla con mayor rapidez en gelo

sa-sangre-glucosa, da olor pidtrido, digiere la leche, el huevo y la
carne. Licda pronto el suero y la gelatina. Fermenta la salicina-

y no la sacarosa.(31)

Factores que influyen en el crecimiento

de C1.botulinum:

1. Nutrientes: protefnas, hidratos de carbono, sales minerales, -
(cloro, sodio, fésforo, fierro, etc....).

2. Humedad: En general las bacterias necesitan de mds agua que --
las levaduras y mohos. Sin embargo, es la cantidad de agua dis
ponible y no 1a humedad total 1a que determina el 1imite de hu-

medad minima para el crecimiento.

14



La mayorfa de las bacterias crecen bien en medios con -
una actividad de agua,a, (presi6n de vapor de la solucibn - -
dividida por la presién de vapor del disolvente) préxima a la

unidad. Para Cl.botulinum el a, es de 0.95. (15)

. Temperatura: Pueden considerarse mes6filas, es decir que cre-
cen bien a temperatura ambiente. La temperatura 6ptima es de -
25 a 30°C. En el laboratorio crecen a35 - 37°C.

Se ha apreciado que Cl.botulinum del tipo E puede cre--

cer lentamente y producir toxina a una temperatura de 3.3°C.

Concentracidn de Hidrégeno: Elngﬂhﬁptimo para su crecimiento

_es casi neutro; pero también pueden crecéf\én ﬁn mediordébil--
mente dlcalino, (7.3 y 7.6). El1 pH minimo de crecimiento y --
produccidn de toxina depende del tipo de alimento y de la tem-
peratura.

En Tos laboratorios de 1a "National Canners Association”
se ha estudiado la germinacidn de esporas y produccidn de toxi-
na por variedadesde los tipos A y B de Cl botulinum en diversos
alimentos ajustados a diferentes niveles de pH. (15)

En productos dcidos puede crecer Cl. botulinum si esta-
presente, cuando el &cido haya sido utilizado por otros (mohos)
organismos, aumentando el pH en algunos puntos o en todo el a-

limento. (12)
Potencial de 6xido-reduccidn: Son anaerobios estrictos.

Sustancias inhibidoras: Otros microorganismos que crecen en -
el mismo medic (alimento) pueden actuar como inhibidores, por-

que originan productos que favorecen la reaccidn dcida.

15



11,6

7. Sustancias quimicas que actian como conservadoras: Un contenido-

de sal de 6 a 8% en el medio de cultivo y los nitratos.
Identificacidn:

Para el crecimiento de los Clostridia, los medios, especial
mente la gelosa-sangre, deben ser tan recientes como sea posible. Pa
ra los anaerobios estrictos la gelosa-sangre incubada anaerébicamente
puede dar mejores resultados.

Cuando pueden hacerse cultivos en estria los resultados son
mejores que las siembras por picadura. En general Cl.botulinum es di
ficil de aislar en cultivos puros.

Pasos para la identificacién:

1. Se emulsiona el material sospechoso en agua peptonada al 0.1%

2. Se siembran varios tubos de medio de (Robertsen) con carne coci--
da.

3. Se calienta la mitad de los tubos a 75°- 80°C durante 30 minutos,
para liberarlos de la microflora asporfgena extrafia y se enfrian.

4. Se incuban todos los tubos (los calentados y los no calentados) -
a 35°C durante 3 - 5 dfas.

5. Se siembra en gelosa-sangre recientemente preparada y se incuban
anaerdébicamente a 35°C, durante 2 - 3 dfas.

6. Como el microorganismo es anaerobio estricto, es preferible divi
dir las placas colocdndolas en dos jarros de anaerobiosfs, por si

alguna de ellas no funciona bien.



7. Si el material estd fuertemente contaminado, se calienta parte-
de la emulsién, como se ha descrito antes. Se hacen varias di-
luciones seriadas del material calentado y se afaden cantidades
de 1 ml. a 15 - 20 ml. de gelosa nutritiva glucosada fundida a-
50°C, puesta en tubos de 15 cm x 2.5 cm. Se mezcla, se enfria-
y se incuba. Se corta el tubo cerca del punto en el que se ob-
servaron colonias sospechosas, se recogen &stas con una pipeta-

Pasteur y se siembra en placas de gelosa-sangre.(8)

"Cultivo"
Medic: Desarrollo:
Glucosa-sangre Colonias irregulares con expansiones o ramifi
de Zeissler caciones delgadas o filamentosas. Alrededor de

las colonias se forman zonas de hem§lisis.(@1)

Ge]os& sembrada Formacién de colonias en forma de bolas de al-

por picadura. godén o conglomerados compactos. Presentan ra
mificaciones filamentosas.(31)

Gelatina Colonias circulares, transparentes, rodeadas -
por pequefias zonas de licuefacci6n. Luego, --
las colonias se hacen turbias, parduscas, con-
apéndices en forma de espinas.(31)

Caldo-higado (me- Al comienzo se forma enturbiamiento. Luego -~

dio Kitt-Tarozzi) aparece en el fondo un sedimento compacto, al-

par que se aclara el 1iquido.(g).

Medios de cultivo:

En medio de gelosa-sangre las colonias son grandes, trans-
parentes, fimbriadas y hemolfiticas.

En carne cocida: de color negro. La digestidn es positiva,

no hay olor y si produccién de gas.



En leche tornasolada hay digesti6n: (8)

/i Reacciones con azicares.
Glucosa: Positiva -~
Sacarosa: Negativa &
Lactosa: Negativa
<\ Salicilina: Negativa
Reaccidn indol: Negativa
Licuacidon de gelatina: Positiva
\ Lecitinasa: Positiva
\
I11.7 Esporas y esporogénesis:

Las esporas son formaciones intracelulares, esféricas u ova-
les. La génesis de las esporas es uno de los estadios del ciclo de de
sarrollo de determinados microorganismos, que se ha formado en el pro-
ceso de 1a evolucidon en 1a Tucha por 1a conservacién de la especie. --
(12)

No hay unanimidad de opinién sobre Ta funcidn de 1a_g§gg§a-
en la naturaleza o sobre los factores involucrados en su formacidén, ya
que no tiene Tugar Ta multiplicacién como fSEE]f??Q,d?],CiC]Q celular-
vegetativo: célula- espora- forma vegetativa. Muy pocos bacteriGlogos
aceptan el concepto de que la espora es un conjunto de células separa-
das para la reproduccién; en lugar de ésto se dan explicaciones de la-
naturaleza biolégica y la funcién de las esporas bacterianas.

Dicen que las esporas son etapas de un ciclo de desarrollo de -
ciertos organismos, o que son formas para el reordenamiento del material

nuclear; éstas son tan sélo algunas de las teorfas en discusidn. (12)
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La formacidn de esporas tiene lugar en el medio externo
(en el terreno y en los medios de cultivo) y no se observa en los

tejidos del cuerpo humano o de lTos animales.(31)

E1 proceso de esporogénesis se desarrolla consecutiva--

mente en cuatro estadios:

1). Estadio Preparatorio
2). Estadio de preespora
3). Estadio de 1a formacién de la envoltura

4). Estadio de maduracién.

Al ir a parar los bacilos a un medio determinado, sobre
todo de condiciones desfavorables, se operan en ellos ciertas mo-

dificaciones estructurales. En uno de los segmentos de la célula

el citoplasma se condensa, formdndose.la preespora,.que se cubre-

————————— A —————

después de ‘una_envo]ltura densa, mu1t1estraf1cada poco_permeable.
mientras que el resto de Ta célula termina por sucumbir. Enﬁly--

gar de la forma vegetat1va se genera una espora madura, que repre

—— W———

senta aprox1madamente la décima parte de 1a célula materna. Es-
e

te proceso de 1a formacién de 1a espora se determina en el curso-
de 18 a 20 h,

Las esporas se caracterizan por presentar una gran re--
frigerancia a 1la luz y al observarlas con el microscopio,sin te--
fiir, ofrecen el aspecto de granos brillantes, que toman con difi-

cultad los colorantes. a consecuencia de poseer una envoltura com

pacta, formada por multitud de capas de estructura laminar, una -
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Tipo de Protedlisi de la cla-

cantidad minima de agua libre y una elevada proporcidn de calcio
y 1ipidos. Cuando la espora va a dar a un medio favorable se --

e

desarrolla y vuelve a convertirse en forma yegetativa,(31)
Distribucidn de las esporas:

Se estima que el habitat de Cl.botulinum es el suelo,-
por haberse hallado esporas tanto en terreno virgen como cultiva
do.

Las cosechas vegetales pueden contaminarse a partir --
del suelo, el consumo de tales plantas contaminarfa el contenido
intestinal y por tanto, el estiércol de los animales.

Las esporas de tipo E se encuentran, ademds de en el -
suelo, en lodos marinos y de_]agos y en el pescado, principalmen

te en su intestino.(15)

toxina. ra de huevo coagulada Incidencia Distribucion
A Ovolfitica hombre, gallina Suelos, alimentos en
conserva alterados,-
heridas, etc....
B Ovolitico hombre, gallina suelos, alimentos en
(tipo Nevin) conserva alterados,-
heridas.
C No ovoliticos hombre, gallina suelos, alimentos en
latados.
D No ovoliticos animales alimentos alterados-
heridas
E No ovoliticos hembre, peces suelos, peces
F No ovoliticos peces suelos, peces
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11.9

I1.10

Tincidn de esporas.

Hacer una delgada capa que se tifie durante tres mi-

nutos con fuchsina fenicada caliente (Ziehl-MNeelsen)

Lavar, inundar con solucion acuosa de cloruro férri

co al 30% durante dos minutos.

Decolorar con solucion de sulfito sédico al 5%

Lavar y tefiir de contraste con verde de malaquita-

al 1%

La técnica de Flemming emplea la nigrosina para la-
tincion de contraste. Con el borde de otro porta--

objeto se extiende la nigrosina sobre la preparacidn.

Las esporas se tifien de rojo. Las células son ver-
des o, con el método de Flemming, transparentes so-

bre un fondo gris. (8)

Resistencia térmica de las bacterias y de sus esporas.

Debido al desconocimiento de la naturaleza de --

las esporas, los investigadores ain no 1legan a conclu-

siones definitivas sobre las causas de la resistencia -

al calor de las esporas de Clostridium. Por lo tanto -

hasta 1a fecha se ha tenido que recurrir a explicaciones
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experimentales, de donde, dependiendo de las condicio--
nes de su realizacion, se han obtenido resultados no ho

mogéneos en 1o relativo al tiempo de muerte térmica.

Sternbeg propuso aislar el organismo en tubo an-
tes de exponerlo al calor. E1 bulbo de Sternbeg consis
te en un bulbo de vidrio con el cuello hacia abajo, con

un extremo fino en angulo recto al tubo.

RN,

Para 1lenarlo, el tubo se calienta suavemente, -

después se sumerge en el cultivo y se determina el tiem
po de muerte térmica. A medida que el bulbo se enfria,
parte del cultivo se dirige hacia éste. E1 cuello en--

tonces se sella a la 1lama. (43)

E1 bulbo queda suspendido por un alambre en un -

bafio de agua o de aceite. La temperatura se toma perid
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dicamente. Eijkman sefialé que tal tratamiento puede -

desactivar la célula afectando su reproduccion.

Magen y muchos otros han sefialado que Tlas altas-
resistencias de las esporas no constituyen una propie--
dad fija, sino que dependen de varios factores. Dick--
son y otros observaron variaciones en la resistencia al

calor en las esporas de Cl. botulinum.

E1 elemento mas dificil de regular es la repro--
duccidn de las esporas. Hasta el momento se atribuye -
Ta variacion del tiempo de muerte térmica a factores ta
les como: concentracidon de sal, y ésto puede deberse a
la variacidon en las funciones de las esporas. Los si--
guientes efectos se suponen causados por la resistencia

bacterial al calor de las esporas en suspensidn. (43)

Muchas hortalizas contienen sustancias que dismi

nuven la resistencia al calor de las esporas. (43)

Townsend, Easty y Base (1932) hicieron una inves-
tigacién para determinar estadisticamente el tiempu e~
muerte térmica en varios alimentos y comparar el orga--
nismo 3679 (anaerobio putrefactivo) en 1o que se refie-
re a la resistencia al calor. Este organismo es casi -

idéntico a C1. botulinum tipo €, con excepcidn de la -



I1.10.1

formacion de toxina. Por lo tanto se emplea en traba--
jos experimentales cuando no puede usarse C1. botuli--
num. (43)

Easty y Mayer (1932) observaron que la resisten--
cia al calor de las esporas de Cl. botulinum variaba --
considerablemente adn en esporas de la misma muestra. -
Este fendmeno 1o explicaba diciendo que habia algunos -
factores conocidos y otros desconocidos. En esta inves
tigacidn se mostrd la importancia que tiene el empleo -
del medio adecuado. Publicaron que existia formacidn -
de esporas en diferentes puntos del mismo medio, y que-
preparadas y manejadas exactamente de igual manera, pro
ducian esporas con marcadas diferencias de resistencia-
al calor. Los mismos investigadores hicieron sus obser

vaciones en suspensiones de esporas de muestras de Cl.-

botulinum y descubrieron que 1a resistencia al calor -

de este organismo, en alimentos enlatados, era diferen-

te cuando se trataba con fosfatos neutros. (43)

Resistencia de las esporas en diferentes medios de cul-

tivo.

Las esporas producidas en diferentes medios han-

mostrado poseer variaciones en la resistencia al calor.

Se ha comprobado que, debido al cambio en el sustrato -

nutritivo, se produce un cambio en la resistencia al ca

24



I1.10.2

lor. Summer, en 1930, cred esporas de C1. botulinum -
en un 4% de pectona, mostrando resistencia que iba de-
media, una y dos horas. Agregando fosfato la resisten-

cia aumenté a 4 horas. (43)

Curran y Evans en (1929) observaron que, cuando-
las esporas son expuestas a un tratamiento previo de ul
travioleta con una longitud de onda mayor de ZOOOK: ba-
jo condiciones aceptables, se sensibilizan las esporas-

al calor.

Angeres también comprobd que varios tratamientos,
antes de aplicar el calor, sensibilizan a las esporas.-
La ciencia aiin no ha podido determinar y regular todos-
los pardmetros que intervienen en la variacién de la re

sistencia de las esporas. (43)

Estudio particular de cepas.

Eickson observé que dos cepas diferentes de Cl.-
botulinum se comportan siempre de modo diferente, o me
jor dicho, no son exactamente iguales. Esto quedd de--
mostrado en el estudio que se realizd y cuyos resulta--
dos se indican a continuacidn:

Tiempo

min. 4 10 32 100 330
o¢ 120 115 110 105 100

~
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E1 autor, a pesar de los resultados obtenidos, -
sugiere que dichos resultados deben ser corroborados --

por otros investigadores. (43)

11.10.3 Reaccidon del medio en que son calentadas las esporas.

Este es un factor muy importante en la preserva-

L

cion de 1os a11mentos en la industria alimenticia. Los

m1 croorgamsmos mueren con mucha mayor facilidad en un-

medio dcido que alcalino, cuando son sometidos. a un tra

tamiento térmico,

Weiss observd que 1as esporas de Cl botu11num,

sucumbian a un calor mas bajo cuando el med1o era dcido.

TS I T e .

Las esporas aumentan su resistencia al calor en 1a medi

e S e

da en que el pH se aprox1ma al neutro; _ pero a medida -

am——
T

S
que el pH se hace_Qdeo la muerte de Tas esporas de Cl.
botu11num aumenta, por ejemplo, la resistencia al ca-

‘1or de 1as esporas fue mayor en productos de pescado ==
con una escala en el pH de 5.2 a 6.8, que en alimentos-
de un pH menor de 5. Se nota una marcada reduccién en-
la resistencia al calor. Sin embargo, estas diferen- -
cias en la resistencia al calor no pueden ser explica--

"

da sdlo en base al pH (12) ¢isg. 2
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F16. 2 INFLUENCIA DEL PH DEL MEDIO DE CALENTAMIENTO SOBRE LA RE
SISTENCIA AL CALOR DE LAS ESPORAS.MIENTRAS MAS ACIDO ES
EL SUBSTRATO ES MENOR LA RESISTENCIA AL CALOR EN LAS SUS
PENSIONES DE ESPORAS
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11.10.4 Concentracién de esporas

Es razonable pensar que, a una mayor concentra--

e ———— .
cidn de esporas por mililitro, el tratamiento térmico -
Eigpg}que ser mas intenso. E1 tiempo de tratamiento --
tendrd también que ser mayor. Esto es una consideracién
importante para la preservacidn de los alimentos, pues-
se deprende, como conclusidn, que hay que mantener una -

concentracion de "carga bacterial” baja. (12) fig.3

11.10.5 Edad de Tas esporas

Waiss observé que las esporas jdvenes son mds re
sistentes al calor que las viejas. Las esporas de un -
mes resisten tres veces mds que las esporas de 5 meses.
Existe una resistencia decrgciente con vespecto a la --
edad, las esporas mas resistentes cambian mds rapidamen

te que las menos resistentes. (12)

I11.10.6 Presencia de sal.

Este factor de mucha importancia, porque varias-

comidas se salan para su preservacion antes de enlatar-
las. Weiss determiné que cuando Cl. botulinum se en--
contraba en un medio salado, la resistencia del micro--

organismo al calor disminufa. En una concentracién de-



FIG. 3 A MAYOR CONCENTRACION DE ESPORAS MAYOR RESISTENCIA AL-
CALOR DE LA SUSPENSION. RESISTENCIA AL CALOR OE UN CUL-
TIVO,MEDIDO POR LA PRESENCIA DE SOBREVIVIENTES: RELACIO-

NADA CON LA CONCENTRACION DE ORGANISMOS
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11.10.8

4% puede aumentar la resistencia al calor y a una con-

centracion de 8% o mds disminuir. (12)
Influencia del azicar.

Los organismos son mas dificiles de destruir en-
almibar o aziicar. Entre mds espeso es el jarabe mas di
ficil es la destruccidn de las esporas. Weiss observo-
lo anterior en Cl. botulinum. A igual conclusidn 11egd
Fay (1943) con los helados. Las observaciones anterio
res estdan basadas en la alteracion del medio ambiente-
y no en la célula. El calor de Tos jarabes concentra--

dos puede ser la explicacion. (43)

Otros investigadores piensan que las soluciones-
de aziicar aumentan la resistencia al calor de las espo-
ras, dando como explicacidn una deshidratacidn parcial-
del protopldsma de la célula, que protege asi a las pro

teinas de la coagulacion. (43) ¢;q.4

Influencia de las grasas en la resistencia al calor. --
Existe noca informacidon al respecto; pero se supone --
aue las esporas de Cl1. botulinum sobreviven mis alla-
de 1o razonablemente esperado‘.éﬁéndo son calentadas en

una suspensidn de aceite. Esto se debe a que las espo-

ras quedan atrapadas en la fase de aceite y asi el ca--
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FIG. 4 INFLUENCIA DEL AZUCAR SOBRE LA RESISTENCIA AL CALOR DE
LAS ESPORAS BACTERIANAS. LAS CONCENTRACIONES DE AZU—
CAR PROTEGEN A LAS ESPORAS.

TIEMPO DE

MUERTE
(mim
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lor dificilmente penetra. (43)

—

Efecto de proteinas, almidon y especias.

Los materiales proteicos ofrecen una cierta pro-
teccidn a las esporas contra el calor. Los aceites - -
esenciales de muchas especias y materiales que imparten
sabor (mostaza, cebollas, clavo, pimienta....) ejercen
marcada influencia en el sentido de disminuir la resis

tencia al calor de las esporas.

Los valores para "z" en un medio a base de ali--
mento fueron de 13.4 a 15.6; en contraste, en el fos-
fato neutro fueron de 16.5 a 18. La resistencia al ca
Tor de]yorganismo 3679 se encontrd diferente a la de -

Cl. botulinum. (37).

La muerte de la poblacidon bacteriana sometida al
calor sigue una curva logaritmica. Esta consjderacidon-
también se extiende para las esporas. Unicamente difie
re en el valor "D", conocido como ciclo de reduccidn de
cimal y representa el tiempo en minutos, a una tempera-
tura especifica, para destruir el 90% -de los organismos

de una poblacion.

Valor F: Nimero de minutos requeridos para des-
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truir una cantidad dada de organismos a una temperatura

determinada, generalmente 121°C.

Valor Z: Aumento en °C necesarios para dismi--
nuir 10 veces el tiempo de mortalidad por la temperatu-

ra.
T - 121°C

Fo =m X antilog
18

m: minutos

T: Temperatura en grados centigrados

Para tener un margen de seguridad se utilizanco

mo indicador las esporas de Bacillus stearothermophilus,

que tienen mayor resistencia al calor que Tas de Cl. bo
tulinum. Como se ha dicho, 1a resistencia de las espo-
ras es funcidn de la concentracidn por mililitro; pero
también se ha comprobado que en tales situaciones el in
dicador se encontraria en una poblacidon y concentracion
mayores: (34) pero ambos eran casi similares en fosfa-
to neutro. Los valores de "z" del "indicador" fueron-

mavores que los de Cl. botulinum.

Por otra parte, también determinaron los factores
de muerte térmica de Cl. botulinum en fosfato neutro -

(37) tig.s
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FIG. 3 CURWAS TIPICAS DE TIEMPO DE MUERTE TERMICA PARA ESPORAS Y

CELULAS VEGETATIWAS DE ORGAMISMOS, RESISTENTES AL CALOR.-~
LAS ESPORAS SON RESISTENTES AL CALOR,LAS CELULAS VEGE-
TATIVAS: POR LO GENERAL MO LO SON.
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111.1

Caracterfsticas generales y clasificacidn

Por el cardcter del lugar donde actdian las toxinas

I A

microbianas se subdividen en exotoxinas y endotoxinas. -

Entre las exotoxinas se incluyen las que producen los a-

gentes del botulismo, del tétano, de la gangrena gaseosa
anaerobia, de la difteria, de estafilococos y estreptoco
cos.

Las exotpxinas se difunden fdcilmente desde la cé-
Tula al medio circundante en que se nutren, se caracteri
zan por su elevada toxicidad y ejercen su accién sobre -
el organismo susceptible a désis muy reducidas. Las exo
toxinas tienen propiedades enzimdticas capaces de hidro-
lizar substancias de importancia vital para las céiulas,
tejidos y 6rganos. Desde el momento de la introduccién -
de las exotoxinas en el organismo animal, hasta el comien
zo de la intoxicacifn,transcurre un determinado perfodo-
de latencia, que varfa desde algunos minutos (toxinas -
de estafilococo y de C1. segticum) hasta varias horas y
dfas ( toxina botulfnica ). Las exotoxinas ejercen efec-
tos farmacolégicos selectivos, afectando determinados 6r

ganos y tejidos del organismo.

Cuando se inyectan parenteralmente exotoxinas en -
el organismo, en la sangre se producen sustancias especi

ficas ( anticuerpos ) capaces de neutralizarlas.
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I1I1.2

Por su estructura quimica algunas de las exotoxi-
nas pertenecen a las sustancias de naturaleza protefnica;
son poco resistentes a la accién de la luz, del oxfgeno y
de la temperatura, se destruyen a 60 - 80°C en el curso -
de 10 a 60 minutos e instantdneamente por la ebullicidn.-
En estado seco son mds resistentes a la accion de la tem-
peratura elevada, a la de 1a luz y la del oxigeno. La adi
cion de sacarosa a las toxinas aumenta su resistencia al-
calor. Bajo la accién de formalina al 0.3-0.4% y de una -
temperatura de 38-40°C, 1a exotoxina diftérica pierde sus
propiedades tdxicas al cabo de 30 dfas, transforméndose-
en toxoide.

Varias Sxotoxiga;ﬁ( diftérica, tetdnica y la de -
la gangrena gaseosa ) se destruyen bajo la accidén de las-
enzimas digestivas, a consecuencia de 1o cual son inno---
cuas cuando se introducen por via bucal, mientras que o--
tras ( lehpotulfgjgg; las de Cl1. perfringens y las de los
estafilococos patdgenos ) no se destruyen en el est6mago-
ni en el. intestino, por 1o que pueden provocar la intoxi-

cacién del organismo.cuando se ingieren por vfa oral.

Caracteristicas comparativas de las toxinas.
Exotoxinas:

Poseen las propiedades de las enzimas, habiéndose
obtenido algunas en estado cristalizado. Difunden fdcil--

mente de 1a célula al medio circundante. Son altamente --
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téxicas, caracterizdndose por provocar lesiones selecti
vas de algunos 6rganos y tejidos. Algunas son termol§--
biles. Inyectdndolas por vfa parenteral suscitan la for
macion de anticuerpos muy activos: las antitoxinas. Ba-
jo la influencia de 1a formalina al 0.3-0.4% y de la --

temperatura de 38-40°C se transforman en toxoides.

Endotoxinas:

Constan de complejos gldcidos-11pido-proteicos,
de combinaciones glicido-lipidicas y de complejos poli-
sacdridos especificos. Estdn firmemente fijadas al cuer
po de 1a célula bacteriana pues forman parte de su pa-
red celular. Son menos téxicas y su acci6n selectiva po

e A LS

co pronunciada. Son termoestables. Cuando se inyectan -

parenteralmente se forman precipitinas, lisinas, opsoni
nas, algutininas, anticuerpos fijadores del complemento
Por la accidn de 1a formalina y de temperatura se inac-
tivan parcialmente. Por su composicién quimica, las --
toxinas se dividen en proteinicas, glucidolipidicas y -
polisacarfidicas.

Las toxinas de naturaleza proteinica fueron ob-
tenidas primitivamente de plantas y animales. Las toxi-
nas protefnicas, por el cardcter de sus relaciones reci
procas con las células que las producen, se clasifican-

en tres grupos:
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1) Toxinas presentes en el medio de cultivo y -
que se separan de las células bacteriana mediante 1la --
filtraci6n. Tales toxinas se denominan exotoxinas, ya -
que salen de las células al medio nutritivo que las ro-
dea.

2) Toxinas vinculadas mds Tntimamente al cuerpo
bacteriano y que se obtienen mediante su extraccién con
dcidos o dlcalis débiles.

3) Toxinas que estdn fntimamente fijadas al --
cuerpo de las bacterias, siendo necesario acudir, para-
su extraccidn, a la destruccién mecdnica de las células
al empleo del ultrasonido, de la congelaci6n y desconge
lacién repetidas, a la digestién enzimdtica y de agen-
tes quimicos. E1 segundo y el tercer grupo son endotoxi
nas bacterianas, a las cuales pertenece la mayoria de -
Tas toxinas bacterianas.

Una gran parte de las toxinas baeterianas de na
turaleza proteica cataliza determinados procesos quimi-
cos, destruyen sustancias de importancia vital, actdan-
a désis extraordinariamente reducidas, presentan un pe-
riodo de latencia y deprimen las funciones defensoras -
de Tos tejidos.

Las toxinas bacterianas se caracterizan por su-
organotropismo ( mono y politropismo ), a consecuencia-

del cual Tos microbios toxigénicos condicionan la necro
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sis del tejido en el foco de localizacién del agente --
etiolégico. La manifestaci6n necr6tica de 1as toxinas-_
transforma el tejido vivo y reactivo en substrato inno
cuo para el microbio patdégeno y en segundo término --
el tejido necrotizado defiende al pardsito de la accién
que sobre &1 podrfan ejercer las reacciones defensivas-
del macroorganismo.

Las exotoxinas tienen la propiedad de provocar-
el fen6meno de la potenciacién, cuando bajo 1a influen-
cia de una mezcla de toxinas actfan con mayor intensi--
dad sobre el organismo. Con particular evidencia se ma-

nifiesta Ta acci6n potenciante delas toxinas de Clostri

dia.

Toxinas gldcido-lipidicas:

Estas toxinas se encuentran en las bacterias --
Gram negativas, no las contienen las Gram positivas. --
Por su composicién quimica, las toxinas gldcido-1ipidi-
cas son combinaciones de polisacdridos ( 50-65% ), con-
dcidos grasos, (20-25% ) ademds, dcidos acético y fosfd
rico. Su estudio ulterior ha permitido demostrar que es
te género de toxinas no son combinaciones puras glicido
lipfdicas, sino que en su composicién entran también --
sustancias nitrogenadas y protefnas, por 1o que se las-

debe considerar como complejos glicido-1ipido-proteicos.

Toxinas polisacdridas:
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Muchos investigadores han logrado extraer de-
las bacterias sustancias téxicas que no contienen pro-
tefnas y que por su composicion, son polisacdridos es
pecificos, que se diferencian de los polisacdridos co
rrientes porque contienen glucosa, galactosa, manosa,
arabinosa, ramnosa, aminosacdridos, 1ipidos y otras -
sustancias.

Las toxinas polisacdridas, a pesar de la gran
variedad de su composicién quimica, se caracterizan -
por sus propiedades hemolfticas, leucotoxicas y neurd

tropas (34)

Toxina botulfnica

Antes de 1945 poco se conocfa de la naturale-
za quimica de la toxina de C1. botulinum, en ese en--
tonces se sospechaba que eran protefnas. Hoy existen-
métodos suficientemente avanzados para la purifica---
cién de toxinas, y se ha demostrado que son simples -

S—

protefnas globulares, Una protefna simple ha sido de-

S

finida como compuesta exclusivamente por aminodcidos.

Las moléculas de toxinas en solucidn en un --
campo eléctrico, presentan el fendmeno de electrofore
sis, el cual consiste en la separacién de aminodcidos
que se lleva a cabo al poner una gota de la mezcla que

se desea identificar en un papel filtro adecuado, el-

cual se humedece a continuaci6én con una solucidén regu
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ladora ( sistema que tiendea impedir el cambio de pH ---
cuando se agregan iones H u OH ) de pH determinado, (28)
Los extremos de 1a hoja se sumergen en los recipientes -
que contienen los electrodos y se aplica un campo eléc--
trico, de voltaje elevado, con refrigeracién. A causa de
sus diferentes valores de pK' ( transformacién logarftmi
ca de K' constante de disociacidén aparente ), los amino-
dcidos emigran en direcciones diferentes a distintas ve-
locidades, que dependen del pH del sistema y de l1a fuer-
za electromotr{iz aplicada (30).

E1 conocimiento de las propiedades dcido-bdsicas
de Tos aminodcidos permite seleccionar las condiciones,-
de tal modo que se logre la separacidn de cualquier mez-
cla dada de aminodcidos. Durante la ultracentrifugacion-
analitica aparece un sedimentado simple. E1 punto iso--
eléctrico es de 5.6, (30).

Es comp]icho el efecto de las toxinas botuli---

nicas cuando son venenosos orales, el hecho es que las --
toxinas son proteinas tipicas las cuales pasan con el --

bolo alimenticio...

Desde los reportes antiguos de la literatura se
———

sabe que las toxinas botulinicas son resistentes a 1a desto
xificacidn por enzimas proteoliticas,en algunos trabajos-
recientes, con técnicas cuantitativas adecuadas a los ni-

meros de animales utilizados en el experimento, los ti--
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pos de toxina "A" varfan en grado de pureza, como mues--
tra la capacidad de destoxificacidn por tripsina, enzi-_
ma del intestino delgado.

Los resultados con pepsina han sido conflicti---
vos; con la toxina tipo "E" la tripsina ha efectuado co-
mo agente activador. E1 mecanismo de este fendmeno de --
activacion adn no estd claro; algunos cientificos japo--
neses han declarado que la accidon de la toxina tipo "E"-
estd asociada de alguna manera con el ARN, y que después
de su activacibén con 1a tripsina 1la fraccidn téxica se-
separa de su componente nucleido. Este reporte subraya -
que existen algunos descubrimientos experimentales que -
corroboran esta declaracidn. En ese experimento las pre-
paraciones tdxicas fueron purificadas antes y después de
su activacién triptica, y se comprobé que estaban 1ibres
de ARN. ET1 contacto en vivo de esta toxina con la tripsi
na 1leva a un incremento inicial en el nimero de dosis -

parenterales letales, seguidas de un decremento.

La toxina botulfnica puede pasar igual gue un ve

_neno oral, porque se absorbe después de entrar al instes
5jnq delgado.. E1 atractivo de esta hipétesis ha disminui
do ya que la absorcidn ocurre en un grado significativo-
en el estémago, donde la toxina puede exponerse sélo a -
la pepsina, (18).

No hay estudios criticos que definan las posibi-
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lidades de que el faringeo y el es6fago actien en mejor
forma que la absorcidn sistemdtica que se ha reportado,
dado que una demostraci6n puede ayudar a explicar los -
reportes del botulismo que han ocurrido en humanos an--
tes de la mera prueba de sabor con alimentos contamina-
dos.

Se conoce que la toxina puede absorberse en ba-
jo nivel por efectos respiratorios, pasa s6lo por una -
delgada capa de las células epiteliales y a través de -
abrasiones y quemadas en la piel y las membranas muco--
sas, tal vez como la saliva y la posibilidad de algunas
caries dentales que permiten la absorci6n de toxina des
pués del contacto con algunas enzimas proteolfiticas --
cuando ocurre el acto alimenticio.

Esas interesantes consideraciones pueden 1levar
a buenas conjeturas y tener mérito a menos que una nue-
va investigacidon diga lo contrario. En base a las evi--

dencias publicadas, el intestino delgado puede conside-

rarse como_el mejor sitio de absorcidn sistemdtica en -
Tos casos naturales.de envenenamiento por ingestién de-.
toxinas. E1 est6mago y el colon son sitios de menos ab-
sorcién, de donde concluimos que la ingestién de toxina
parece tener muchas oportunidades por contacto con las-

enzimas proteolfticas (28).
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Actualmente puede ser significativa la persisten
cia de cantidades residuales de toxicidad por largos pe-
r1odos de tiempo en la fase de destruccién de la toxina-
por enzimas proteolfticas.(28)

En vivo la velocidad de destoxificacién decrece-
con el tiempo y cuando 1a reduccién de la toxicidad tien
de a cero 1leva a una aproximacion asintética. Estas co-
rrelaciones se han repetido en vivo; en relacidén a las -
protefnas, tales como la caseina, las enzimas proteolf--
ticas actdan mds lentamente cuando el sustrato es una --
toxina "A", estas observaciones implican que la toxina -
no necesariamente es resistente a la proteélisis enzimd-
tica en un sentido absoluto.como para actuar como un ve-
neno oral. Esto es necesario sGlo cuando 1a velocidad de
digestion de la toxina, después de la completa distribu-
ci6n, puede 1legar a una dosis letal y pasar las barre--
ras del conducto alimenticio. Semejante situacién podria
estar de acuerdo con la observacidn, a menudo repetida,-
de la gran cantidad de toxina. Es también posible que se
conozca la diferencia en potencia de dosis oral de va---
rios tipos de toxina en un especie dada de animal, 0 la-
dosis oral de un tipo de toxina en diferentes especies ~
{y estas diferencias son considerables) y se puedan refle
jar las diferencias en resistencias de varios tipos de -

toxina a los jugos digestivos de diferentes especies de-
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animales. Un ejemplo es 1a no susceptibilidad del mono -

Rhipsus ( macaco de 1a India ) a las toxinas "C" y "D" -

administradas oralmente (28).
Relacidn entre ciertos bacteri6fagos y la toxicidad de -
Cl. botulinum

Hasta el momento la produccién de toxina de C1.-
botulinum estd asociada con la presencia de ciertos bac-
teri6fagos especificos (23).

En 1968, Hohhaido de Ta Universidad de Sapporo,-
Japén, demostrd l1a incidencia de ciertos fagos en la for
macidén de la toxina de Cl. botulinum tipo: "A", "B", "C"
"D" y "F"; utilizando como medio 0.1% de tioglicolato de
sodio, 3% de tripticase, 2% de extracto de levadura, 1%-
de glucosa (23).

A continuacidn se describe el experimento:

Se emplearon cepas toxigénicas del tipo "C"y -
"D", tratando de obtener cepas no toxigénicas o mutantes
(23) a partir de 1a cepa de Cl. botulinum tipo "C".

A un medio de TYG que contenfa anaranjado de --
acridina en una concentracién de 25 a 50 microgramos por
ml., se le adicionaron unas cuantas gotas de cada una de
las cepas "C" y "D". Después se mantuvo a 37°C durante -
18 horas, Tuego se inocularon por estria en placas de ge
losa sangre e incubaron anaerfbicamente a 37°C durante -

48 horas. Las colonias recogidas fueron transferidas a -
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III.5

medio de carne cocida, se prob6 su toxicidad por medio de-
inyecciones intraperitonales en ratones. De 188 cepas ---
del tipo "C", se determinaron 8 cepas no toxigénicas y --
de 190 colonias procedentes de cepas del tipo "D" se en--
contraron también 8 no toxigénicas. Mediante la prueba --
1itica, con ruptura de la célula, se demostré que los mu-
tantes obtenidos eran no lisogénicos, y no producian to--
xinas.

Para confirmar lo anterior se indujeron fagos en-
cepas no toxigénicas; las cepas toxigénicas y los 1lisados
inducidos de cepas toxigénicas que contenfan fagos fueron
mezclados con 2 ml. de medio TC fresco y los tubos fueron
incubados a temperatura constante de 37°C durante 6 hqras.
Luego se inocularon placas de gelosa sangre y se incuba--
ron anaerdbicamente a 37°C durante 2 6 3 dfas y se probd-
la toxicidad del sobrenadante por medio de inyeccidn in--
traperitonal en ratones. Las mutantes no toxigénicas se -
convirtieron en toxigénicas mediante la induccidn de lisa
dos del tipo "C", se vié que el tratamiento con calor des
truye la habilidad de conversién del lisado; pero no a --

55°C y durante 30 minutos (23)

Actividad de la toxina botulinica.

La actividad de la toxina botulinica ha sido estu

diada con bastante detalle; se ha visto que la acetilcoli

na produce contraccién en el misculo intoxicado por toxi-
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na botylinica, y esto no To hace cuando la_intoxicacion

es con curare. Este hecho se ha i

o ————

c1o de que no se produce acet11co11na en las placas ter
m1na1es de1 animal envenenado que 1a accidn de la toxi

o

na es de localizaci6n proximal con relacidn a donde és-
NZQ se produce. De acuerdo con 1o anterior se _piensa que
no se 11bera acetilcolina durante la pardlisis neuromus
cu1ar produc1da por la toxina. E1 sitio de accidn de 1a
toxina es en la fibrilla nerviosa, ya que libera ace--
tilcolina después de estimular directamente el diafrag-
ma aislado del cobayo; la pardlisis neuromuscular que -
ocurre en el animal envenenado resulta de interferencia
con 1a conduccién en las ramas terminales de los ner---
vios motores en los puntos de ramificacién terminal o -
cerca de ellos; pero proximales con relacién al lugar -
donde se libera acetilcolina. Sin embargo, se desconoce
completamente la naturaleza de la actividad de la toxi-
na que produce la interferencia en la conduccién (2). -
Actda junto al Tugar de la liberaci6n de la acetilcoli-
na en 1a extremidad del ax6n, o sea por impedir la sin-
tesis o por impedir la liberacién. La acetilcolina es -
el mediador natural o estimulante de las terminaciones-
postganglionares parasimpdticas y es también el transmi-

sor en los ganglios en la unién neuromuscular (2).
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III.6

Los efectos generales producidos por la estimula-
cién parasimpdtica con la liberacién natural de la ace-
tilcolina, incluyen la contraccién de las pupilas, sali
vacién, brodicardia, broncoconstriccion, aumento de la-

peristalsis y dilatacién de los vasos esplénicos (27).

Unidad téxica

La unidad mds simple de toxina es la dosis minima
lTetal (DML), que viene a ser la cantidad de toxina que-
matarfa a un cobayo de 250 gramos de peso en un perfiodo
de 96 horas después de una inyeccion subcutdnea. Desde
hace poco se emplea 1a dosis letal media D L 590 para -
medir 1a virulencia, no sélo de la toxina, sino también
de otros agentes infecciosos, especialmente los virus;-
as, el punto mdximo serd la dosis que mate aproximada-
mente al 50% de un grupo de animales y no la que mate -
la totalidad de ellos, tratando de este modo de equili-
brar las diferencias en susceptibilidad, un método sim-
ple para el cdlculo de la dosis media fue publicado por
Reed y Muench. (21)

Las unidades de antitoxinas varfan en los diferen
tes pafses, y esto ocasiona confusién, que se estd tra-
tando de evitar mediante los intentos por establecer u-
nidades internacionales que paulatinamente serdn adopta

das por todos los pafses.
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El”fabricante debe elaborar su propia toxina y -
probarla mezcldndola en cantidades variables con una-
unidad estdndar de antitoxina; en esta forma conocerd -
la dosis L de su toxina. Luego debe mezclar cantidades
variables de su antitoxina comercial con la cantidad -
de toxina que representa la dosis L e inyectarla a co-
bayos de 250 gramos de peso. Los que mueren a 10s cua-
tro o cinco dfas indican la cantidad que contiene el -
equivalente de una unidad estdndar de antitoxina. E1 -
fabricante debe indicar el valor de unidades de su an-
titoxina en los envases comerciales, al usarla debe to
marse en cuenta el margen de deterioro desde el dfa de
su elaboracidn, debiendo mantenerse en lugares frios ;

(21).

Toxina tipo "A"

Es la sustancia t6xica mds potente conocida, Es-

ta toxina se ha preparado en forma cristalina mediante
precipitacién alcohélica en frio, y por precipitacidn-
con sulfato de sodio dcido. Las preparaciones parecen-
ser de protefnas puras con las propiedades de una glo-
bulina de peso molecular de 9 a 11 x 10°. La DLgg para
ratén contiene 4.5 x 10-2 mg de N, (2)

La composicién de aminodcidos de la toxina botu-

1inica tipo "A" cristalina, no tiene nada de extraordi
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nario. Se ha supuesto que l1a toxicidad pueda ser propie
dad de un grupo prostético unido a 1a molécula de Ta --

proteina, pero ésto no parece ser cierto; los datos co-

nocidos indican que la toxicidad es una propiedad de la-

estructura de la molécula de la toxina, posiblemente de

A

la disposicién de los aminodcidos constituyentes en la =
.é;;£gfnp.’Doscientos gramos de esta toxina serfan sufi--
cientes para matar a toda la poblaci6n del planeta (2).
Lamanna y col. en 1946 determinaron el peso molecu
lar: 900,000; ademds comprobaron que era un complejo de-
unidades pequefias, 1o cual ha sido confirmado por Ste---
fane y col., quienes encontraron una unidad, repetida --
con histidina, de peso molecular 15,400, otra con cisti-
na de 27,400 y una tercera de cistefna de 26,700 (18).
Marshall y Quinn (1967) encontraron que la toxina-
tipo "A" produce 7 inhibiciones definidas reproducibles-
de la acetilcolinesterasa, la inhibicién de la enzima se
evita eficazmente por la antitoxina homéloga. Esta toxi-
na tiene un peso molecular de 900,000 y es 15 veces mas-
téxica que la aconitina, el medicamento mds téxico cono-

cido. La DML por gramo es de 2.4 x 108.

szt

La toxina es una protefna del tipo de las globuli-

N ———————

nas que no se destruye por las enzimas proteoliticas cr-

dinarias, 1o cual explica por qué es téxica su ingestidn

s
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La toxina se destruye por calentamiento a 80°C --
durante 30 minutos (18).

La toxina tipo "A" es de color blanco, sin olor,-
de elevado peso molecular. Con respecto a-la purifica--
cién propiamente dicha, se tropieza con la dificultad--
de decidir si el aislamiento corresponde a una especie-
molecular simple o no. Algunos de los criterios comunes
referentes a la homogeneidad molecular son considerados
para el material cristalino de la toxina tipo "A".

Separadamente, las muestras preparadas muestran -
constantemente la actividad biolégica y 1a composicién-
de aminodcidos. Estos son los mismos para materiales --
cristalinos amorfos. La recristalizacién no aumenta la-
potencia téxica (2).

Aislamiento de la toxina tipo "A" y metodologia de labo
ratorio:

E1 aislamiento de la toxina tipo "A" fué reporta-
do porLamannay col. y por Abrams y col.(1946). A tra-
vés de los métodos fraccionados permitidos para el ais
lamiento de toxinas cristalinas de elevada actividad, -
ellos encontraron la dificultad de aplicarla a una esca
la adecuada para preparaciones rutinarias de toxina-to-
xoide. Se acordd que la purificacién de Ta toxina fue-

ra reinvestigada ( Duff y col. 1952 ) y los métodos --
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fraccionados simplificados se describen a continuacidn.
Materiales y métodos:
Medio: E1 medio para 1a producci6n de toxina fue -
compuesto de 2.% de caseina pancredtica digerida -
( N-Z-amino-tipo B, Sheffield Farms, Norwich, N.Y)
0.5% ( en términos de s61idos secos ) levadura au
tolizada (Vico tipo # 75, Vico Products Co. Chica-
go, I11inois) y 0.5% de glucosa.
" E1 medio fue ajustado a pH 7.2 antes de pasarlo a-
la autoclave. La glucosa fue esterilizada aparte -

con un 20% de solucidn y adicionada asépticamente.

Produccion de la toxina:

Se us6 una de las cepas puras de Cl.botulinum tipo
"A", que tuvo que ser seleccionada por su toxigeni
cidad por el Dr. Ralph E. Lincoln.

La cepa fue cultivada por un periodo de 24 a 28h a
35°C en un volumen de 2,000 ml. de un medio com---
puesto de infusi6n de carne y 1% de peptona. Des-
pués del desarrollo, el sobrenadante fue distribui
do en pequefios tubos, enfriados rapidamente a - --
- 60°C y guardados a - 20°C. La esporulacidn no se
observé en estas cepas, el subcultivo fue prepara-

do anualmente.



Cuando se requeria indculo para la produccion de
toxina, 2.0 ml. de un tubo de cultivo de la cepa
fueron transferidos a 10 ml. de un medio de Bre-
wer tioglicolato (Difco), e incubados a 37°C por
18 -24 h. Entonces se hicieron transferencias en
serie con grandes volimenes del medio de produ
ccién de toxina para obtener un volimen de indcu-
lo igual a 5% del cultivo final. Estos cultivos-
fueron incubados a 35°C por un perfodo de 18 -24
h. Se desarrol16 la produccién de toxina a 35°C-
durante 4 dfas en botellas con 3 litros de medio
Después del crecimiento el pH fue de 5.6, casT -
ocurrié la 1isis completa y la toxicidad prome--
dio es aproximadamente 1.5 x 106 mg N.
Valoracién de la toxicidad por medio de andlisis volu-
métrico:
E1 regulador de pH usado para la dilucidn de la-
toxina contenfa 0.2% de gelatina y 0.4% de fosfa
to dibdsico de sodio y fue ajustado a un pH de -
6.8 con acido clorhidrico. Los ratones blancos,-
que pesaban de 18 a 20 g fueron inyectados intra
peritonalmente con una alfcuota de 0.5 ml. de 1a
dilucién de toxina y se observaron 4 dias. E1 nd
mero de ratones por dilucién variaba de 4 a 16,-

dependiendo de 1a exactitud deseada. La LD5g fue
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calculada por un método grdfico probado con ante-
rioridad (10).

Neutralizacidn de l1a valoracidn:
La antitoxina diluida para contener entre 0.1 y -
0.01 unidades por 0.25 ml. fue mezclada con un vo
Tumen igual de varias diluciones de toxina. La --
mezcla fue dejada en reposo a temperatura ambien-
te por 1 h y 0.5 ml. fueron inyectados intraperi-
tonealmente a cada 4 ratones.
Las determinaciones de LD fueron 1levadas a cabo-
en un bafio de agua a 40°C con 1.0 ml. de toxina -
diluida y variando la cantidad de antitoxina. El1-
antisuero crudo contenfa 100 unidades de antitoxi
na por ml.

Determinacidon de nitrdgeno:
E1 nitrdgeno total fue determinado por un procedi

miento colorimétrico de nesslerizacién(13)

Esta toxina es menos potente que 1a toxina tipo -

P

"A". Ha sido preparada como proteina pura homogénea; la

dosis LDgg para ratén contiene de 5 a 9 x 10~

mg. de -
nitrégeno. Al igual que la toxina tipo "A" se prepara -

en formas sumamente purificadas, mediante precipitacién
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preliminar a pH de 3.5 con dcido mineral y subsecuente-
mente mediante etanol en frio (2).

Las cepas tipo "B" pueden ser proteolfiticas o no-
proteoliticas. Algunos investigadores ham sugerido que-
s61o se designen como C1. botulinum las variedades no -
proteoliticas y las que sT 1o son se 11amen Cl1. parabo-
tulinum (14).

La toxina tipo "B" tiene un peso molecular de --
60,000 consiste en una molécula grande que contiene una
hemoaglutinina y una exotoxina. Gerwing y col. (1961) -
demostraron que las unidades variaban en peso molecular
de 9,000 a 10,000 y un sGlo aminodcido con N terminal -
que fue identificado como arginina (38).

La toxina tipo "B" fue aislada por Lamanna y ---
Glassman en 1947 en forma amorfa. Es tan tdxica como la
"A" comparada en peso. Los requisitos térmicos de esta-
toxina son variables. La técnica de aislamiento de la -
toxina tipo "B" es igual que la de la tipo "A", mostran
do ademis las mismas propiedades, excepto la seroldgica
(2).

La Dlgy es de 3.0 x 108 mg N. E1 espectro de ab-
sorcién en el ultrayioleta ensefia que ambas toxinas, la
"A" y "B", tienen similares proporciones de aminodcidos

aromiticos estando 1ibre el &cide nucleico. En terminos
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practicos tienen el mismo peso molecular ya que tienen
la misma constante de Sedimentacién (14.5 obtenida por
cristalizacién de 1a toxina "A", previa medida de difu
sién), aunque la toxina "B" es menos cristalizable que
la "A".

E1 toxoide de toxina "B", se obtiene por incuba-
cidén en presencia de formalina, teniendo una reaccidn-
similar a 1a de la toxina "A".

Parece ser que las diferencias quimicas dependen
en parte de los métodos de aislamento; aunque la espe-
cifidad serolégica muestra diferencias en su estructu-
ra quimica, hay la tendencia a considerar que estas --
son menos profundas de 1o que se crefa en un princi--

pio.

Toxinas Cy D

La capacidad del microorganismo para formar toxi
nas en el conducto alimentario del mamifero es casi nu
la; sin embargo, se le ha encontrado en el buche de --
las aves, (21).

En Estados Unidos de Norteamérica, Buckle y Shi-
ppen y Graham y colaboradores ( 1920 ), estudiaron el
botulismo en caballos. Hart (1920) describié un brote-

en una granja avicola grande; y Hall y Stiles (1938) -
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comunicaron un brote en visones cautivos. En los Estados
Unidos de Norteamérica se diagnostica frecuentemente bo-
tulismo en animales; pero parece que la mayor parte de -
tales diagndsticos son incorrectos.

Bengston (1924) encontré el tipo "C" originalmente
en larvas de moscas, que obtuvo de caddveres en putrefac
cidn de los cuales se estaban alimentando. Cuando se ali
mentaron pollos con estas larvas, se les produjo una en-
fermedad caracteristica que fue considerada por mucho --
tiempo como una entidad clinica, cuello fldaccido. Las a-
ves sufren somnolencia y finalmente son incapaces de sos
tener sus cabezas a consecuencia de la pardlisis flacci-
da de los misculos del cuello. Generalmente sobreviene -
la muerte.

Dinter y Kull ( 1954 ) describieron un brote de bo
tulismo en faisanes, producido por toxinas del tipo "C"-

ingeridas con larvas de moscas ( Caliphora y Lucilia ) -

que se alimentaban de caddveres de conejos silvestres.

E1 titulo de 1a toxina era relativamente bajo en -
las larvas antes de ser ingeridas, pero aumentaba mucho-
en el buche de las aves. Esto indica que las larvas con-
tenfan no sélo la toxina, sino también microorganismos,-
y que el buche hizo las veces de incubadora.

Kalmbach y Gunderson (1934) demostraron que una en
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fermedad de caracteres desvastadores en los patos silves
tres y otras aves acudticas, en un drea alrededor del --
Gran Lago Salado de Utah era debida a botulismo causado
por un organismo del tipo "C". En el agua estancada, po-
co profunda de los charcos que se secan durante 1os me--
ses de verano, la vegetacidn descompuesta provee un me--
dio favorable para el desarrollo de este microorganismo-
y 1a produccidén de su toxina; de este modo ocasiona, ca-
da afio, 1a muerte de muchos miles de patos que se alimen
tan de esos restos vegetales. Esta enfermedad ha sido co
nocida por mucho tiempo como enfermedad occidental de --
los patos o como enfermedad del &lcali, ya que se creyd-
debida a intoxicacidn por sales. En 1949 Quortrup y ---
Gorhan aislaron cepas de tipo "C" del estdmago de patos-
procedentes del cenagoso Rio 0so en Utah.La toxina de -
estas cepas mostrd ser mucho mds patdgena para el visén-
y el hurdn que las de los tipos "A" y"B". El1 tipo "C" --
constituye la causa mds frecuente de intoxicacidn del vi
sén en Suecia.

E1 organismo aislado por Theiler y Robison (1929)-
de un caddver de rata y descrito como causa de botulismo
en mulas, fue designado originalmente tipo E, pero Robi-

son demostrd mds tarde que pertenecfa al tipo "C"

E1 botulismo del carnero en el oeste de Australia-
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se debe al tipo "C". Estos animales se intoxican por in-
gestidn de conejo en estado de putrefaccién, que consti-
tuye el origen mds frecuente de la toxina.

La cepa original de Bengston parece corresponder -
al tipo "C". Se le concede patogenicidad Gnicamente para
las aves. E1 tipo "C" de Seddon es patdgeno para el ga-
nado vacuno, para el carnero, para caballos y mulas. Pro
bablemente fue 1a causa del envenenamiento humano tipo -
“C", publicado por Meyer (1929).

E1 subtipo del tipo "C", responsable del botulismo
en visones y hurones, no ha sido el causante de todas --
las epizootias, pero la descrita por Avery y col. (1959)
se afirma que fue originada por el tipo "C".

E1 microorganismo del tipo "D" se ha encontrado --
s61o en la enfermedad del ganado vacuno de suddfrica co-
nocida como Lamzieke o "mal de cojera". La etiologia de-
esta enfermedad fue aclarada por Theiler y col. (1926).-
La enfermedad se presenta sélo en ciertas dreas, en los-
vacunos que estan en pastoreo. En estas dreas, los anima
les tienen el hdbito de masticar los huesos, lo cual se-
debe a una deficiencia de fdsforo que crea ese apetito -
anormal. Los huesos de los animales que mueren en 10s --
pastizales son dvidamente localizados y consumidos. Algu
nos de los huesos muestran un grado avanzado de descompo

sicién, y en ellos la toxina del botulismo a menudo estd
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presente.

La enfermedad descrita se presenta también en --
ciertas partes de Texas donde hay deficiencia de féosfo-
ro. Gunnison, Cummings y Meyer (1936) propusieron que-
una cepa aislada de pescados descompuestos en Rusia se-
designara como tipo "E".

En 1957, murieron tres indias,en la parte norte -
de Ta costa de Columbia Britdnica, después de comer hue
vos de salmén crudo que contenia toxina botulinica ti-
po "E". Aunque la patogenicidad de las toxinas del tipo
"E" es variable, en general afecta a las aves, 10s mo--
nos, hombre y animales de laboratorio. Es evidente que-
todavia no se ha dicho 1a Gltima palabra sobre la clasi
ficacidn de estos tipos.

No se sabe con certeza qué condiciones favorables
para la produccién de toxina de botulismo pueden presen
tarse en los alimentos de los animales herbivoros, en -
la forma en que ordinariamente los consumen. Es posible
que la toxina se forme en el heno y los granos enlama--

dos expuestos a la humedad por determinado tiempo.

Diagn6stico: E1 diagnéstico bacterioldgico del botulis-
mo en los animales es dificil y hay muchos diagnésticos

clinicos que no pueden ser probados en el laboratorio.-
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I1I.10

El hallazgo del microorganismo en el tubo intesti---
nal de los animales afectados, o su presencia en los ma---
teriales alimenticios no basta para establecer su conexidn

con la enfermedad. (21)

Toxina tipo "E"

Las especies de Cl. botulinum tipo "E" producen toxi
nas de baja capacidad mortal en ratones (administradas in-
traperitonealmente) en relacién con la alta letalidad que-
produce en el hombre. La explicacién de esta peculiaridad-
parece radicar en la activacidn de la toxina mediante una-
enzima, como por ejemplo tripsina,siempre que estén en un-
medio con pH adecuado. E1 mismo proceso de activacién trip
tico ocurre en realidad al ser ingerida y el ataque por --
las enzimas la hace mds potente.

Gerwing y sus colaboradores (1960) demostraron que -
en el tubo de'ensayo Ta tripsina activa a 1a toxina y en--
contraron que 18 de los residuos aminodcidos originales se
separaban y el péptido t6xico activo residual tiene un pe
so molecular que varfa de 10,000 a 12,000 ( 16).
Aislamiento de 1a toxina

De un pescado intoxicado se aisld toxina del tipo --
"E" para realizar el trabajo. Se probé que la toxina tiene
una DLM por ml. entre 1,000 y 3,000 unidades téxicas para-

ratén.
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A una infusidn de carne de 24 horas (500 g. de car-
ne molida por litro de agua), se le afiadié 1.0% de pépto-
na proteasa, 0.5% de cloruro de sodio, 0.2% de fosfato a-
cido de sodio y 0.1% de tioglicolato de sodio. E1 medio -
se clarificé por filtracidn y después se esterilizé en --
autoclave. Posteriormente se pipeted dentro del medio una
solucién de glucosa al 50% suficiente para obtener una --
concentracion final del 2%. Los microorganismos se desa--
rrollaron dentro de bolsas de papel celofdn por el método
de Vinet y Fredette (1951). Un in6culo de 15 ml. de un --
cultivo de 18 horas fue introducido dentro de las bolsas-
dedfalisis las cuales contenfan 1 Titro de soluci6n sa-
lina fisiolégica. La incubacién se 11evo a cabo a 30°C --
por 5 dias. Antes de la purificacidn quimica todas las --
toxinas fueron pasadas a través de un filtro esteriliza--
dor Seitz.

E1 proceso de purificacidn se 11evé a cabo usando -
una modificacién del método descrito por Gordon y col. --
(1957). Se adiciond 95% de etanol al filtrado téxico para
obtener una concentracién final del 35%. E1 precipitado -
se formé dejando la solucidén a 15°C toda la noche. Des---
pués fué centrifugado a 1,500 rpm. a -7°C por 45 min, y -
resuspendido en 1/20 del volumen original de una solucidn

reguladora 0.05 M de acetato de sodio a un pH de 6.0. Una
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posterior purificacidn fué 1levada a cabo en columna de
celulosa de intercambio i6nico, conteniendo 20 g. de ce
lulosa que se ionizaron previamente con acetato de so--
dio a 4°C durante 24 horas, lavdandose con agua destila-
da y tres veces con etanol al 95% y luego se secaron. -
Esta celulosa se inyectd a presion ( 2 cm de didmetro
y 20 cm de altura ); se pasaron 10 ml. de toxina a --
través de dicha columna con una concentracidn regulado-
ra progresiva para mantener el pH a 6.5. Se recolect6 -
un volimen de 5 ml. en un colector automdticode fraccio
nes. Las fracciones se analizaron inicialmente en un es
pectrofotémetro con una longitud de 280 milimicras y --

260 milimicras (19).

Activacién de la toxina con tripsina:

Para la activacién de la toxina tipo "E" a-
una parte del producto se le adicioné tripsina en solu-
cién al 1% hasta obtener una concentracién final de ---
0.1%. La preparacién fué incubada en bafo de agua a --
37°C por 75 min., después se ajustd el pH a 5.8 por adi
cién de HC1 o NaOH al 0.1N segin se requeria.

Este experimento se repitié hasta obtener -
una toxina bastante pura en términos DLM por mg. de N,.

Se comprobd por medio de cromatografia.
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ITI.11

Gordon y col. (1957)utilizaron el etanol --
como un mejor precipitador en la purificacidén de toxi--
nas, obteniendo entre 8.5 y 9.4 x 104 DLM por mg. de-
N.

Julie Gernine, Claude Dolman y Arnott - -
(1960) en los experimentos que realizaron 1legaron a pu
rificar toxina tipo "E" en un rango de 3.6 a 7.2 x 105
DLM por mg. de N., seis veces mds potente que la obteni
da por Gordon y colaboradores (19).

Sakaguchi y Sakaguchi (1960) demostraron -
que la toxina estd siempre asociada a un dcido ribonu--
cleico antes y no después de la activacién con tripsi--
na. Sugirieron que el posible mecanismo de la activa---
cion puede ser algln grupo quimico contenido en el &---
cido ribonucleico que active la tripsina (16).

Duff y col. (1956) publicaron que la toxina
activada e inyectada intraperitonealmente a ratones in-

crementé doblemente su toxicidad (16).

Toxina tipo "G"

Cl.botulinum tipo "G" fué aislado por Gimé-
nez y Ciccarelli en 1969 en un maizal en la Provincia -
de Mendoza, Argentina. E1 aislamiento produjo una toxi-

na capaz de activarse por la tripsina, 14bil al calor,-
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parecida a la toxina botulinica y que no fué neutraliza
da por antitoxina de las otras toxinas botulinicas cono
cidas (tipos: A, B, C, D, E y F).

La antitoxina, producida con el toxoide pre
parado de la nueva toxina, neutraliza sélo al homdlogo-
de esta toxina. Las sefiales que aparecieron en ratones-
y el tiempo de muerte después de administrar dosis al-
tas y bajas de toxina tipo "G", eran similares a aque-
11os observados después de administrar toxinas botulfi--
nicas del tipo "A" al "F".

Los estudios 1levados a cabo con cepas espe
ciales obtenidas de esta toxina, en este caso cepa 89-
del tipo "G", demostraron que se producia muy poca toxi
na, era uniforme en medio especial y fué débilmente pro
teolitica y sacarolfitica.

Con nuevos estudios se mostrdé que la cepa -
89 produce una "crioproteina" que parece estar sin rela
cidn con los factores téxicos y hemaglutinativos produ-
cidos por el organismo.

Las caracteristicas bioquimicas y toxigéni-
cas del cultivo son: mévil, hemolitico, asacarolitico,-
débilmente proteolitico, lipasa y lecitinasa negativas,
produjo, en caldo peptonado conextracto de levadura-glu
cosa, los siguientes dcidos: acético, isobutirico, buti

rico e isovalérico.
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Se produjeron muy bajos niveles de toxina-
en caldos ordinarios de cultivo, pero 1o0s cultivos ---
dializados produjeron 30,000 dosis letales medias pa--
ra ratén por ml. Los perros y corderos son resisten---
tes a una dosis intragdstrica de mds de 75,000 dosis--
ratén LDgg por Kg. de peso del cuerpo. Los changos ma-
cacos de la India, pollos y conejillos de Indias son--
suceptibles a dosis aplicadas en forma enteral y paren
teralmente de la toxina. Estas especies mostraron sefia
les de botulismo después de 1a aplicacidn de esta to--
xina tipo "G" que eran similares o idénticas a las ob
servadas en otros estudios con otros tipos de toxina -
botulinica. La dosis letal LDgy por kg. para Tos chan
gos fué de 33,000 y 120 dosis para ratdn, intragdstri-
ca e intravenosamente respectivamente; para pollos era
3,125 y de 1,200 a 2,600 dosis para ratdn oral y sub--
cutdnea respectivamente; y para conejillos de Indias -
fué de 10,000 a 20,000 y 100 dosis para ratén, intra--
gdstrica e intraperitoneal, respectivamente.

La relativamente elevada susceptibilidad -
de changos y pollos a la administracidén oral o intra--
gistrica de toxina tipo "G", indica que Cl.botulinum -
tipo "G" es un peligro potencial cuando se encuentra -

presente.
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IIT1.12

Este primer indicio de susceptibilidad ha-
ce que sea mas urgente contestar a la pregunta ¢Qué -
tan susceptible es el humano a esta toxina?.

E1 botulismo de tipo "G" no ha sido encon-
trado en forma natural, esto puede quizds atribuirse a
su baja toxicidad.

Un cultivo de toxina botulinica tipo "G" -
produce 40 LD5g por ml. en un medio en el cual un cul
tivo de toxina botulinica tipo "A"produce de 10,000 a
1.000,000 LDgq por ml. (6).

Observando Tos resultados anteriores se de

muestra su baja toxicidad.

Hemaglutininas botulinales.

Se sabe que varios tipos de neurotoxinas -
de C1. botulinum producen sustancias hemaglutinantes.-
La sintesis de hemaglutininascoincide con la produc---
cidn de toxinas y en el proceso de purificacion emplea
do hasta la fecha, 1a hemaglutinina acompafia a la toxi
na.

Las hemaglutininas producidas por organis-
mos de tipos A y B son reciprocamente neutralizadas --
por antitoxinas especificas A y B producidas comercial

mente. Las hemaglutininas producidas por los tipos C -
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y D son neutralizadas reciprocamente por el antisuero-
especifico de estas cepas. La hemaglutinina tipo E es-
neutralizada sélo por el tipo especifico de antisuero-
E.

Las condiciones de adsorcifn determinan el
grado en el cual la toxina acompafia a la hemaglutinina
en ataques posteriores a la adsorcién. También se ob--
serva que el coeficiente de difusién de la toxina em--
pieza a incrementarse cuando la hemaglutinina es remo-
vida. La toxina liberada de 1a hemaglutinina tiene una
medida molecular pequefa.

En los cultivos botulinales la toxina no -
existe 1ibre de 1a hemaglutinina. Esto se debe a que -
los métodos disponibles que se usaron para el aisla---
miento y purificacién de toxina fueron desarrollados -
antes que se conociera la existencia de la hemaglutini
na. Es obvio que 1a toxina tipo "A" cristalina es un -
complejo en el cual la toxina y la hemaglutinina exis-
ten en una asociacién intima de naturaleza desconocida
Esto nos demuestra la capacidad de las hemaglutininas-
para combinarse o ser absorbidas por una variedad sin-
relacién quimica o biolégica de material proteinico --

(30).
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Se han probado diferentes métodos para lo-
grar 1a inhibicién de las hemaglutininas en el proceso
de purificacién de toxinas; unos han tenido éxito, o--
tros no, entre los de mayor efectividad estd actualmen
te el de 1a inhibicién de hemaglutininas de Cl.botuli-
num tipo "A" y "B" por aziicar.

Cl.botulinum tipo "A" produce una proteina
que aglutina los eritrocitos de varias especies anima-
les. Esta hemaglutinina estd complicada con neurotoxi-
nas, y en cultivos fluidos las dos se recuperan juntas
en forma de cristales neurotéxicos. Otra hemaglutinina
de menor actividad aglutinante, forma un complejo con-
1a neurotoxina tipo "B" en cultivos proteoliticos de -
Cl.botulinum tipo "B". Las hemaglutininas tipo A(HnA)-
y B(HnB) estdn seroldégicamente relacionadas; pero no =
son idénticas, las neurotoxinas son antigénicamente --
distintas.

Las hemaglutininas generalmente actdan --
atando las ligaduras de aziicar sobre la superficie de-
los eritrocitos. Los enlaces a los cuales la hemagluti
nina (Hn) se une pueden determinarse por el azicar al-
cual inhibe 1a hemaglutinina activada.

Una-serie de compuestos se estudiaron para
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ver su capacidad de inhibicidn en la accidén de las he-
maglutininas (Hn).

La inhibicién de la actividad hemaglutinan
te de 1a HnA por la D-galactosa y ciertos derivados de
ella fué reportada por Balding y col. (1973); estudios
de inhibicidn similar tanto de HnB como de HnA también
fueron reportados por Das Gupta y Sugiyama (1974).

E1 aislamiento de las hemaglutininas para-
ese estudio se 11evé a cabo por medio de cromatogra--
fia en columna de Sephadex. Se encontrd que en pruebas
de inmunodifusién de HnA y HnB estas reaccionan con --
los homélogos y heterdlogos del antisuero para formar-
un precipitado inmune (Ver figura III.12 - 1).

Colocando las muestras de Hn en recipien--
tes adyacentes se ven las 1ineas de identidad parcial-
que muestrah que tienen un antigeno comin y un antige-
no diferente cada una. No se ha tenido éxito aln en la
separacion de las dos entidades.

La concentracidn minima de HnA que did he-
maglutinacién fué de 0.06 g por ml para muestras alma-
cenadas 6 meses a 4°C. Con preparados frescos de HnB -
se necesitaron 325 g. por ml. para la hemaglutinacidn.

Los requerimientos estructurales de un azi
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car para inhibir la actividad hemaglutinante de HnA pare-
cen ser: D-galactosa, el carbonilo del carbono 1; la for
ma B del hidroxilo al carbono 1 parece tener mis poder -
inhibitorio que 1a d; una unién glucosidica o tioglucosf-
dica hace la estructura mds inhibitoria’ se requiere un -
hidroxilo en el carbono 5; la sustitucién del carbono 6 -
reduce la actividad inhibitoria; un grupo carboxilo la e-
vita, un grupo metilo la disminuye.

Balding y col. (1973) notaron que la rafinosa
D-galactosamina y D-fucosa no son inhibitorias para la --
HnA. De los azicares de ( 5, 6, 12 y 18 carbonos y algu--
nos derivados de formas L y D ) probados, s6lo la D-galac
tosa y algunos de sus derivados fueron hemaglutinantes pa
ra estas formas. La 0-Nitrofenil-B-D-galactésida y la iso
propi1-B-D—tioga]actésida fueron los inhibidores mds po-

tentes (10).
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V.1

Introduccidn

La posibilidad que mds peli

bre en el consumo de alimentos enlatados. la constituye la-

superviygpgia al calentamiento de las esporas de C1. botuli

num, con la germinacion subsiguiente y produccidn de toxina

vacién Qe alimentos, que“recomienq§p Ta coccidn a presién al
elaborar alimentos neutros o dcidos, salvaguardan al consu-
Tjdor.del botulismo. (15). No todos los alimentos tienen -
el mismo valor como medio de cultivo; la mayor parte de lo
que al respecto se sabe es de cardcter empirico.

Casi todos los estudios se refieren a la prqgggfidn -
de toxinas en los distintos alimentos como carnes, pescados
y alimentos en]atados de acidez media o baja. ‘ﬁsta acidez-
Eonstituye el medio adecuado para la produccién de toxina -
formada. Inclusive los mejores medios de cultivos varian -
én Ta potencia de Ta unidad téxica. Se ha dicho aue Tos me
dios que contienen leche, caseina, glucosa o maltosa y agua
de maceracion de maiz producen una toxina tipo A mds poten-
te que Tos otros y que el poder de la toxina en alimentos -
enlatados se puede ordenar de modo decreciente: Maiz mayor

que guisantes, estos mavor aue judias verdes vy éstas a su -

vez mavor aue espinacas (15).

gro_representa para el hom
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Iv.2

E1 estafio de Tos botes, cuando se disuelve en peque--
flas cantidades, inhibe el crecimiento microbiano y la pro--
ducci6n de toxinas en verduras enlatadas.

En carnes deshidratadas se ha puesto de manifiesto --
que la produccién de toxinas es mds lenta si el contenido -
en agua es del 40% que cuando es del 60% y al 1legar al 30%

se inhibe la produccién de toxina.
Alimentos precocinados.

La mayorfa de estos alimentos son carnes, pescados o-
productos avficolas, por ejemplo sopas, cremas, estofados, -
empanadas y chow mein (estofados de origen chino a base de-
pechuga de pollo desmenuzada, cebollas y trozos de tallari-
nes o pastas semejantes a macarrones), carne asada, etc...-

ciertos productos de panaderfa, frutas y hortalizas que pue_

den cocinarse y después congelarse. E1 precocinado general

[

e

diese existir en el alimento crudo, reduciendo ademds el ni

mero total de microorganismos presentes, (43). Es muy im--
» X oo MUY TS

portante evitar Ta contaminacidn del alimento. después de co

GBS 1, 10k

cido, pues cualquier organismo patdgeno o causante de alte-

racion que a &1 Tlegue hallard muy reducida la competencia-
que otros organismos puedieran ejercer y el alimento cocina
do posiblemente constituya un mejor medio de cultivo que el

original si se permiten oportunidades de crecimiento. De -

mente es suficiente para destruir cualquier patdgeno que pu
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aqui que también sea importante realizar rdpidamente el en-

friamiento y congelacidn, para que no se presenten dichas -

oportunidades.

———— S ———

Si Tos alimentos precocinados o congelados se mantie

nen a una temperatura ambiente templada durante mucho tiem-

po después“de su congelamiento, puede haber crecimiento y -
produccion de toxina de Cl1. botulinum, en caso de que se ha
1le presente.

E1 cocinado o calentado final de los productos indica
dos, tanto en el hogar como en restaurantes, no siempre re--
presenta un tratamiento térmico suficiente para reducir en
proporcion bastante el nimero de microorganismos o para ga-
rantizar la total destruccion de patdgenos y toxinas (43).

Se ha recomendado el uso en alimentacion de antibidti
cos distintos de los usados para tratar enfermedades en el-
hombre. Los conserveros creen que al emplearlos en el tra-
tamiento de los alimentos,en combinacidn con el calor,se --
destruyen las esporas de Cl. botulinum y se permite un mar-
gen de seguridad y que es preferible que el tratamiento des
truya todos los microorganismos causantes de alteracidon y -
sus esporas. Si sobreviven esporas, el antibi6tico debe --
permanecer en concentraciones suficientes para evitar su --
germinacidn o el crecimiento de células vegetativas. Esto-

quiere decir que el antibiético debe permanecer en concen--
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traciones bacteriostdticas o esporostdticas mientras dure -

el almacenamiento del alimento enlatado.

Cuando los vegetales descongelados se conservan a tem p o

A 5 2

peratura ambiente durante un periodo de tiempo considerable,

A

pueden desarrollarse bacterias productoras de intoxicacion-

nes alimenticias y originar toxinas, Jones y Lochhead (1959)

por ejemplo, encontraron en el maiz congelado Micrococcus -
productores de enterotoxinas. Un maiz estéril, inoculado -
con estafilococos productores de toxinas, congelado a con-
tinuacidon y mas tarde descongelado y mantenido a una tempe-
ratura de 20°C durante un dia completo, permiti6é el creci--
miento de dichos cocos y la produccidon suficientemente alta
de enterotoxinas para causar sintomas de envenenamiento en-
gatitos. Se ha visto que algunas cepas de Cl. botulinum --
puedeycrecer y producir toxinas a 15°C y la mayoria puede -
hacerlo a 20°C en unos tres dias.

Se han encontrado esporas en verduras congeladas y --

£ so—

puede suponerse que se encuentran en ellas a menudo. Afor-
R 7
tunadamente, no son frecuentes las condiciones necesarias -
para el crecimiento y produccidn de toxinas. La coccidn de
las verduras congeladas no destruye todas las esporas de --
Cl. botulinum, por 1o que, después de cocinadas, no deben -

dejarse a temperatura ambiente durante demasiado tiempo. La

ebullicion de las hortalizas durante 15 minutos destruye --
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IV.3

cualquier toxina botulinica producida (43)

Cl. botulinum en alimentos congelados.

Las esporas de C1. botulinum son resistentes a la con

—— ’ B

gelacion, y pueden permanecer por largo tiempo en el alimen

to y si éstos, al descongelarse, no son manejados adecuada-
Téﬂggjﬁpggﬁggwconyer£jrse en peligrosos: Tlo anterior fue -
demostrado por Straka y James, (1932) quienes prepararon --
muestras empacadas en latas, envases de vidrio y cartén, --
utilizados para conservar alimentos congelados, y usados pa
ra producir condiciones de anaérobiosis. Algunos de los en
vases fueron cerrados al vacio, veinticuatro envases de es
tafio se 1lenaron de guisantes y se inocularon con una mez--
cla de toxina tipo A y B en concentracianes altas., Tuego -
se congelaron y descongelaron manteniéndose asi durante tres
dias. Al hacerles los andlisis respectivos se vid que los-
chicharos se volvieron tdxicos. Otros paguetes fueron ino-

culados con mezcla ligera y también se comprobd su toxici--

dad después de ser congelados y permanecer asi varios dias.

Segiin James (1933), las esporas secas de C1. botulinum

no se eliminan ni se reducen por efecto del congelamiento -
lento o rapido. Al respecto, Straka y James (1932) siguie-
ron trabajando y tomaron setenta y dos envases de vidrio -

11enos de chicharos.
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Veinticuatro envases fueron inoculados fuertemente, -
otros veinticuatro débilmente y los restantes veinticuatro-
se dejaron como testigo. No se presentd toxina en los chi-
charos aque fueron descongelados y examinados inmediatamente
ni en Tos que habian sido mantenidos en el refrigerador por
tres dias. Los envases inoculados fuertemente si tuvieron-
toxina.

Todos los experimentos se realizaron con guisantes --
congelados y todos se refirieron a las toxinas de Cl. botu-
linum. Sesenta envases experimentales de chicharos se exa-
minaron para este organismo, de los cuales treinta se toma-
ron como testigo y se ais16 Cl. botulinum de quince de  --
ellos. Los otros treinta se inocularon con el microorganis
mo (un millén de esporas por envase) recuperdndose el mi--
croorganismo en cada caso.

De ochentay tres latas sin inocular, descongeladas y-
mantenidas a varias temperaturas 26.6°C, 15.5°C y 10°C de -
dos a siete dias, una mostré evidencia positiva. De quince
envases que recibieron un indculo concentrado treinta fueron
descongelados y mantenidos a 26.6°C por dos dias; quince -
fueron descongelados y mantenidos a 15.5°C por seis dias; -
quince se descongelaron y se mantuvieron a 10°C por siete -
dias; y diez fueron descongelados y mantenidos a 5.5°C por

siete dias. De estas muestras nueve dieron evidencia defi
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nitiva de toxina; seis habian sido mantenidas a temperatu-
ra de 26.6°C por dos dfas y tres a 10°C por siete dfas. -
Los autores concluyen que cuando los guisantes conservados-

por congelamiento son propiamente tratados, no hay peligro-

T R

de‘popu1ism9.

[

IV.4 C1. botulinum en leche condensada

T La éé;géiif;;§ §g desérro]}o'con formacion de toxina-
Qggyjinica en leche enlatada fue investigada por Easty, Ma-
yer y Schoenhotz, (1923). Cinco latas fueron inoculadas --
con esporas de Cl. botulinum sin toxina y luego almacena--
das a temperatura ambiente, después de diez dfas se le hizo
una prueba al contenido de una lata, comprobdndose que te--
nia toxina en poca cantidad, y la apariencia de la leche --
era normal. E1 contenido de las latas restantes se coaguld
después de ciento veinte y dos dias con desprendimiento de-
un fuerte olor a acido butirico, resultando bastante téxico
para los cobayos al hacerse en ellos las pruebas. Otras --
inoculaciones en leches enlatadas condujeron a estos inves-
tigadores a las siguientes conclusiones:

1. E1 deterioro de Ta leche enlatada después de ino-
culada con Cl. botulinum puede ser bastante irre
gular, esta puede tener apariencia normal pero --
puede ser ligeramente toxica.

2. E1 nimero de células introducido aparentemente,-



Iv.5

IvV.6

no tiene importancia.

3. Al agregar tierra se aumenta el deterioro, pero -
no aumenta la formacidon de toxina, también hay --
pruebas que indican que la toxina, una vez forma-

da en la leche, puede deteriorarla. (43)

C1. botulinum en el pan.

Pocos experimentos han sido realizados con organismos
en el pan. Edmondson, Thom y Giltner (1923) inocularon con
esporas de Cl. botulinum sin toxina, suficiente masa de pan
para una hogaza, ésta se sometid al procedimiento usual, y-
finalmente se horned a 220°C por treinta y cinco minutos. -
Otra hogaza fue inoculada después de haber sido trabajada y
antes de ser colocada en el molde para que volviera a espon
jarse; la segunda hogaza se horne6 de la misma manera que-
la primera, en ninguno de los dos experimentos pudo recobrar
se C1. botulinum, no era de esperarse que las esporas fue--
ran destruidas por las temperaturas alcanzadas durante el -
horneado del pan. (43)

Desarrollo de C1. botulinum en productos cdrnicos.

Se sabe que Tas esporas de C1. botulinum estdn amplia

mente distribuidas en el suelo, no es dificil, por lo tanto,
que siempre se presenten en varios productos cdrnicos,ya que
la carne es un medio ideal para el desarrollo de Cl. botuli

num. La mayoria de los medios de laboratorio contienen car
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ne molida a la que se Tes agrega agua.

Los brotes de botulismo surgidos. casi siempre pueden
rastrearse hasta los productos cdrnicos v constituven la --
prueba presuntiva de que las carnes pueden tener esporas -
de C1. botulinum.

Edmundson, Thom y Giltner (1923) inocularon albondi--
gas de carnes con espofas sin toxina, las inocularon a 30°C,
y formaron bastante toxina como para matar a un conejillo -
de indias en 18 horas. La muestra presentdé un aspecto vis-
coso y tenia un olor desagradable. A 9°C no hubo forma- -
cion de toxina en el transcurso de tres semanas. Los pro--
ductos de carne previamente preservados han estado aparente
mente exentos de botulismog cuando se consideran grandes --
cantidades. un cocinado a fondo podria destruir la toxina -
en un producto que se hubiera vuelto téxico. Los productos
carnicos, notablemente, estdn exentos de botulismo, si se -
toma en cuenta las grandes cantidades que se conservan.(43)

Soteh y Orctale (1955) estudiaron la posibilidad de -
botulismo en alimentos precocinados y congelados: trabaja-
ron pollo a la reina, puesto que encontraron esporas de --
C1. botulinum en muestras que aln no habian sido inoculadas
y las incubaron a 30°C. Ellos concluyen en su estudio que-
existe la posibilidad de un peligro potencial de botulismo,
siempre que se manipulen mal, los alimentos precocina--

dos y congelados (43).
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V.7

C1 botulinum en alimentos dcidos
STocum y colahoradores (1941) pusieron en claro que -
unos tomates con pH de 4.2 fueron fuente de toxina que re--

= S ——

suitd fatal en dos personas; también reportaron que nueve-

brotes de botulismo provenian de alimentos dcidos: tomates,

Jperas, chavacanos y demostraron que la superficie del reci-
piente se encontraba enmohecida y los alimentos obviamente-
fermentados. Se ha comprobado que en Tos Estados Unidos de
Norte América, en un periodo comprendido de 1899 a 1973, -
se han presentado un total de 27 brotes debido a consumo de
frutas, verduras y conservas caseras condimentadas con pi--
mienta, chile o salsa de chile.
E1 pH proximo a la neutralidad favorece el desarrollo
de CTT—EE;;1inuﬁégl pH minimo de crecimiento y produccidn-
e ey
depende del tipo de alimento, del tipo de Cl. botulinum y -
de la temperatura, Townsend y colaboradores (1954), estudia
ron 1a germinacion de esporas, crecimiento y produccion de
toxinas en cepas de los tipos A y B de Cl. botulinum, en di
versos alimentos ajustados a diferentes niveles de pH. En-
tre Tos alimentos estudiados se encuentran pimientos, bere-
jenas, budines de frutas, spaghetti con salsa de carne, coc
teles de jugos de frutas y otros, que a menudo se acidifi--

can antes de ser sometidos al tratamiento térmico, para que

éste nueda ser menos intenso (24). Los resultados obteni--
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dos variaban con los diversos alimentos y cepas, pero las -
del tipo A, con una sola excepcidon, producian toxinas a un-

pH inferior a las del tipo B.

Llegaron también a 1a conclusién de que a pH menores-

de 4.5 se impide la formacidn de toxina en la mayoria de --

los alimentos;.. pero el pH a que puede germinar las espo--
ras es mucho mas alto. Los valores de pH minimo a los que-

se ha encontrado crecimiento con produccidon de toxina tipo-

A son:
Caldo de ternera 5.01
Pan 4.8a 5.0
Budin de arroz y pifia 4.8

También se ha encontrado crecimiento y produccién de-
toxina por Cl. botulinum en alimentos cuya acidez normal-
es demasiado alta para este microorganismo; pero esto se -
debe a que el dcido To consumen otros organismos (mohos), -
aumentando el pH en algunos puntos o en todo el alimento. -
(15) Lo anterior quedd demostrado en los experimentos que-
realizaron C. N Huhtanen, J. Naghski y col. (176) Inocula--
ron jugo de tomate comercial con diferentes especies de --

Cladosporium y de Penicillium, respectivamente, conjuntamen

te con esporas de Cl. botulinum, dejando como testigo a una
muestra a la que se le agregaron esporas de Cl. botulinum -

Ginicamente, Observaron que s6lo hubo produccidn de toxina-
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por C1. botulinum en las muestras que fueron inoculadas --
con Cladosporium sp. y Penicillium sp. (24)
Cl. botulinum en pescado.

En el capitulo nimero cinco se presenta un listado --
bastante amplio de los productos del mar que al contaminar-
se con Cl. botulinum y ser ingeridos por seres humanos han-

ocasionado intoxicaciones.

Se concluye, entonces, que los productos del mar son-_
T ————T A il A

un medio apto para el desarro]]o de C1. botu]jnum tipo E,-

RS

por tener un pH 11geramente a]ca11no y porque generalmente-

L

se prepara en ace1te, y cuando las esnoras se encuentran en
un medio oleoso resisten mds al calor.

Lang (1935) elabord muchas pruebas microbioldgicas en
diferentes clases de pescado y 1legé a comprobar que ain --
después de ser lavado y preparado, listo para su enlatado,
las esporas de Cl. botulinum aiin se encuentran presentes en
un pescado que ha sido contaminado con este microorganismo,
convirtiéndose, entonces, en una verdadera y constante ame-

naza para 1a 1ndustr1a de los en]atados (43)

I
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CAPITULO ¥

INCIDENCIAS DE

MO EN ALIMENTOS

BOTULIS_
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V. IKTRODUCCIOM

En este capitulo tratamos de recopilar en una forma
breve los datos que nos ha sido posible obtener sobre dife--
rentes aspectos del botulismo, como son la identificacidn de
éste por diferentes métodos: desde el cldsico bioensayo en

animales 1levado a cabo por diluciones de los alimentos sos-

pechosos, orina de pacientes, sangre y otros, hasta los dlti’

mos que hemos encontrado y las modificaciones introducidas -

a 8stos; asi mismo se estudian las condiciones aptas para el

desarrollo de las esporas botulinicas hasta llegar a ser to-
xinas en los alimentos; ya sea por el hecho de enlatar un --
alimento sin su debido procesamiento, un mal sellado de la -

lata o cierre de frascos etc... o por un mal transporte; he-

mos encontrado también que otras probabilidades de brotes se
presentan cuando en las plantas mismas existen focos de in--
feccién y los que mds comunmente han causado brotes de botu-

1ismo han sido los de elaboracidn casera.

Hicimos una breve revision de los casos de botulis
mo que se han presentado y reportado, exponiendo en forma -
sencilla los sintomas generales que estos han manifestado;-
sin querer llegar a poner cuadros clinicos, fechas de ingre

sos a hospitales, forma en que fue consumido el alimento, -
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horarios y demds, hasta los cuadros completos de resuitados
de pruebas que se presentaron al lograr la identificacidon -
del tipo de toxina de los alimentos causantes de las intoxi
caciones por no parecernos tan importantes para el enfoque-

que le estamos dando a este estudio del botulismo.

Por otro lado, consignamos algunas de las formas -
que nos parecen mas adecuadas para combatir el botulismo en
alimentos, ya que actualmente se han hecho estudios sobre -
irradiaciones como métodos posibles de destruir las esporas
botulinicas, asi como también se estudia el empleo de sus--
tancias quimicas como el piperadol y otras para su destruc--
cién; las que recomendamos aqui son del tipo que generalmen
te afecta al proceso en diferentes formas, ya sea por regu-
lacién de factores como temperatura, presion, tiempo, pH, -
etc..., hasta condiciones higiénicas que deben presentar --
las plantas elaboradoras de alimentos. Finalmente se des--
criben -algunas formas no alimenticias de contraer el botu--
1ismo, de las cuales hemos logrado reunir informacion, sin-
entrar tampoco en detalles tales que incluyan una historia-
clinica del paciente en todo el periodo de su intoxicacion-
y sélo hemos tratado en una forma somera estos casos; sin -
embargo, hacemos notar el hecho de que en ellos no se han -

presentado los sintomas cldsicos del botulismo que conoce--
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V.2

mos, y con ello damos por eoncluido este capitulo.

Condiciones para el brote de botulismo en alimentos:

Dado que las esporas de C1. botulinum del tipo "A"
hasta el "G" se encuentran esparcidas en el suelo, y segin-
estudios realizados por Christiansen y col. (1968) (5) en -
un trabajo que presentd, se demuestra Cl1. botulinum tipo -
"E" se encuentra en la flora natural del pescado. La inci-
dencia de estas bacterias en el conducto intestinal varia -
de 1 a 90%; también los estudios realizados por J.C. Craig-
y col. (1968) demuestran haber encontrado Cl. botulinum ti-
po "B" en diferentes tipos de pescado Qel noroeste del Paci
fico, y ocasionalmente algunos tipos "E" y "A". Si se ob--
serva gue las esporas de Cl. botulinum también estan en el
mar, se ve la facilidad de la contaminacion de los alimen--
tos por dichas esporas, las cuales por lo general llegan a
eliminarse por los tratamientos a los cuales son sometidos-
los alimentos antes de ser consumidos; sin embargo, no to--

doso Tos alimentos 1levan el debido cuidado en su elabora--

cidn, lo cual origina los brotes de botulismo.

Algunas de las condiciones necesarias para que ---
aparezcan brotes de botulismo en los alimentos son las si--

guientes:
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10.

Presencia de esporas del tipo A, B, o E de Cl1. botulinum en-

el alimento que se enlata o trata de otro modo.

Un alimento en que las citadas esporas puedan germinar, cre-

cer y nroducir toxinas.

Supervivencia de las esporas, por ejemplo, por tratamiento -
térmico insuficiente durante el enlatado o por otro procedi-

miento de conservacion mal realizado.

Condiciones ambientales después del tratamiento, adecuadas -
para la germinacion de las esporas, la multiplicacidon de los

microorganismos y la produccidén de toxinas.

Tratamiento térmico insuficientes para inactivar la toxina -

durante su preparacidn culinaria (7).

Una refrigeracion inadecuada puede proporcionar el medio ade

cuado para la produccidon de las toxinas.

Un mal engargolado.

Un alimento mal preservado o inadecuadamente almacenado.
La utilizacidén de comida en estado de descomposicidn.

La utilizacidn de una mala técnica en la elaboracion del --

oroducto.
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11.

12.

13.

14.

15,

16.

WA

E1 uso de equipo industrial sucio o inadecuadamente aseado, -

después de una jornada de trabajo.

La recirculacidn o estancamiento del agua usada para lavado -
y elaboracidn del producto sin antes haberla tratado adecuada

mente.

E1 descuido en el apego a las reglas sanitarias por parte del

personal que labora en la industria alimenticia.

E1 no efectuar una verificacidn periddica del equipo indus--
trial usado, incluyendo manémetros, barémetros y otros, de -

los cuales depende la seguridad del tratamiento.

E1 no efectuar una revisidn periddica de las condiciones am-
bientales de la fdbrica o lugar de elaboracidn de productos-

en sus distintas dreas.

La falta de un departamento de vigilancia de la calidad o en

su caso la deficiente actuacidn de éste.

La mala especificacion en el etiquetado del producto respec-
to a las condiciones en que se debe conservar o consumir y -

su respectiva fecha de caducidad.
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18. E1 mal transporte del producto desde el momento en que sale-

de la fdbrica hasta que 1lega al consumidor. (8)

E1 botulismo que se adquiere por comer pescado, 0 los-
brotes gque se presentan, se deben a una serie de circunstancias-

que se aunan a las anteriormente mencionadas:

1. E1 pescado debe estar contaminado por esporas de C1. botuli-=

num en sus intestinos o partes mds cercanas a ellos.

2. E1 pescado ha recibido un tratamiento inadecuado que no matd
las esporas pero elimind o evita el crecimiento de bacterias
vegetativas que compiten con Cl. botulium. Esto podria ocu-
rrir por fallas del proceso durante el tratamiento térmico o
durante la fermentshién, adicidn de muy poca sal o de muy po

co acido.

3. E1 pescado se mantuvo bajo condiciones que permitieron la --
germinacién de las esporas de C1. botulinum y la multiplica-
cién de las células vegetativas y la produccidn de toxinas.-
Cl. botulinum tipo "E", que es el que mds comunmente se en-

cuentra en productos del mar, puede crecer a temperaturas --

tan bajas como 3.3°C.



4. E1 pescado se ha comido sin cocinar, ya que la toxina es ter

moldbil. (1)

Se ha visto que algunas cepas de Cl. botulinum pueden
crecer y producir toxinas a 15°C y la mayoria puede hacerlo a -
20°C en unos 2 6 3 dias. Se han encontrado esporas en hortali-
zas con ellas a menudo. Las esporas de Cl. botulinum sobrevi--
ven largos periodos de almacenamiento en alimentos congelados,-
crudos, o cocidos. Afortunadamente no son frecuentes las condi

ciones necesarias para el crecimiento y produccidn de toxinas.

Los alimentos mds frecuentemente contaminados son: en

México, el atln enlatado, en Estados Unidos Tos vegetales y pes
e L Sua. S ————— A it

cados enlatados, en Europa las carnes y pescados enlatados y en

Europa Occidental los_embutidos, en Rusia pescados esturidnidos

y en Japdn alimentos fermentados a base de pescado.

V. 3 Identificaci6n de botulismo en alimentos:

La determinacidn de botulismo en alimentos se inicié-

con el descubrimiento de C1. botulinum que se ais1é de un mai-
.

zal, posteriormente diferentes cientificos han logrado determi-

nar la causa de ciertas descomposiciones en alimentos, asi como
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evidenciar el posible botulismo que pudieran presentar algunos-
pacientes con envenenamientos alimenticios; también se han tra-
bajado tratando de encontrar las causas de intoxicaciones ali--
menticias en los animales, asi como procurando mejorar las téc-
nicas usadas para vigilar la calidad en las industrias alimenti
cias y con ello poder predecir a tiempo un futuro brote de botu

lismo.

Han sido muchos y diferentes los procesos inmunoldgi-
cos y bacterioldgicos que se han desarrollado para la identifi-
cacidn de toxinas botulinicas "in vitro", entre las técnicas de
diferentes investigadares y las mejoras aportadas a algunas de

ellas, citaremos:

Johnson y sus colaboradores (1967) desarrollaron un -
proceso sensitivo de hemaglutinacidn, suficiente para revelar -
la presencia de una unidad ratdn de dosis letal media de toxi--

na botulinica. (27)

Ouchterlony (1957) desarrolld un proceso que seroldgi
camente mide la reactividad de algunas toxinas, entre ellas la-
botulinica, por un procedimiento de cromatografia en placa ba--

sandose en la difusidn de la toxina. (32)

Vermylgea y colaboradores (1968) usaron una técnica -
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~ de escurrimiento o dtfusién en placa (Quchterleny) para descubrir
las toxinas de Cl, botulinum en alimentos. Pero al usar este --
método encontraren 1a dificultad de almacenar las placas para uti

1izarlas como testigo en un gran nlmero de muestras. (44)

Greez y colaboradores (1962) describieron un método pa-
ra obtener las esporas de contaminantes usando 1isozima (200 g/ml)
y tripsina (10Q g/ml). Sus efectos pudieron ser complementados -

por el uso de ultrasonido a 10 kc por min. (20).

Perkins y Tsuji (1962) explican el uso de arginina para

la estimulacion de la esporulacifn de CI. botulinum.

Johnston y colaboradores (1964) reportaron que usando-
etanol (50%) aislaron fdcilmente a los microorganismos (tipo "E")

(28).

Johannsen (1965) reportd que ciertas condiciones micro
biolégicas mejoran o disminuyen las condiciones ecoldgicas para-
el desarrollo de Cl. botulinum. Por ejemplo, estafilococos y --
Pseudomonas activaron su desarrollo, quizds por alterar el pH -

del medio. Por otra parte Escherichia coli, Enterobacter aero--

genes y Proteus vulgaris pueden alterar el desarrollo de Cl1. bo

tulinum en diferentes formas, ya sea por produccion de desarro-

110 mds rapido o por la destruccién enzimdtica del desarrollo de
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la toxina. (26)

Cann y colaboradores (1965) estudiaron en particular -
los paramétros tiempo, temperatura, y almacenamiento, en Cl. bo-

tulinum tipo "E" que crece en pescado empacado al vacio. (3)

Kautter y colaboradores (1966) detallaron el efecto de
una substancia 1lamada "Boticin E" la cual es bacteriolitica y -
bacteriostdtica principalmente para el desarrollo de la espora;-

su actividad es especifica para el tipo "E". (20)

Chapman y Naylor (1966), en un articulo sobre aisla--
miento de C1. botulinum tipo "E" obtenido de pescado de agua -
fresca, describieron técnicas de aislamiento y medios de cuTti-

vo. (9)

Bibbs y Freame (1965) describieron métodos para el --

aislam iento de C1. botulinum en alimentos (17)

Shank en (1963) describid una técnica usando una peli

cula pldstica para el aislamiento. (42)

E1 procedimiento mds frecuentemente usado para reve--
lar la presencia de toxina de Cl1. botulinum es una inyeccidn -
de la dilucidn de extractos sospechosos, puesta intraperitoneal

mente en ratones y determinando la dosis Tetal minima (MLD) por



ml. o la dosis letal del 50% de la poblacidn (LDSO) por ml.
La técnica en la que se basa este procedimiento es, a gran-

des rasgos, la siguiente:

E1 material dedicado a la investigaci6n se siembra-
en el medio de cultivo de Kitt Tarozzi, (caldo nutritivo --
con higado molido), calentando previamente a 100°C durante-
10-20 minutos. La mitad de los tubos sembrados se calienta
hasta 80°C por 20 minutos para liberarlos de la flora aspo-
rogena extrafia y se cultivan en condiciones anaerfbicas. -
E1 cultivo puro atslado se identifica de acuerdo con sus --

propiedades de cultivo, bioquimicas y toxigénicas (35).

Para demostrar la presencia de toxina se inyecta --
subcutdnea o intraperitonealmente a cobayos, ratones blan--
cos 0 gatos, y en algunos casos a conejillos de Indias, el-
filtrado de cultivo en caldo,sangre u orina de los enfermos
o extractos de los residuos de los alimentos, habiéndose de
inocular uno de los animales controles con material sin ca-
lentar y otro con material calentado. Ademds, 3 animales -
experimentales deben ser inoculados, uno con filtrado y sue
ro antitéxico "A", otro con filtrado y suero antitétixico -
"B" y el otro confiltrado y suero antitéxico "E". Depen---
diendo del tipo de toxina con el que esté contaminado el --

alimento es el resultado obtenido. (35)
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Hasta hace poco Tos bioensayos con ratones fueron--
la técnica vdlida para la identificacidn de toxina botulini
ca. El procedimiento involucraba la inyeccidn intraperito-
neal del producto en ratones. Cuando la muerte ocurre debe
calcularse el factor letal, para ser neutralizado con anti-
toxina de alguno de los tipos de toxina botulinica. La in-
yeccifn de productos directamente a los ratones algunas ve-
ces no permitta especificar exactamente a que se habia debi
do, st a las propiedades del producto mismo a la produccidn
bacteriana de otras toxinas diferentes de la botulinica. Al
gunas muertes pudieron también ser causadas por la penetra-

ci6n de drganos vitales durante le fnoculacién.

Un sistema de difusidn microcapilar en gelogel para
revelar la presencia de toxina batulinica en alimentos y --
cultivos fue desarrollado y evaluado por Leonard W. M. ----
(1973), (33) se probaron toxinas tipos "A", “B" y "E" con -
este sistema y con el de bioensayo en ratones para compa---

rar. La técnica seguida en este método es la siguiente:

E1 sistema de difusifn en gel de Ouchterlony para -
la identificacion de toxina botulinica fue modificado para
usarlo con tubos capilares. E1 medio de difusién fue gelo

sa al 1% en regulador salino de borato,.a pH 8.4 como 1o -
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describid Carpenter. Se adiciond un gramo de gelosa espe--
cial de Noble (Difco) y se disolvid por ebullicién. Des---

pués de enfriado se afiadio 1 ml de Thimersol a 1% como pre-
servativo. La gelosa fue distribuida en cantidades de 10 -

ml en tubos de ensayo con tapdn de rosca que se almacenardn

a 4°c.

La gelosa fundida fue enfriada a 40°C antes de ser-
usada. Se mezclaron tres mililitros de antitoxina sin di--
luir, con 2 ml de gelosa y 10 litros de esta mezcla fueron-
puestos en un extremo del tubo capilar de vidrio por medio-
de una jeringa de punta recta de 50 1itres. E1 extremo 1le
no del tubo se selld por insercidn de aproximadamente 1 mm.
de silice y se calentd el extremo. Con una jeringa Timpia,
se colocaron cuidadosamente en la abertura 1ibre del tubo -
10 1litros de toxina para evitar el atrapamiento de burbu--
jas. Esto fue hecho por medio de la insercidn de una aguja
recta dentro del tubo de forma que quitara las burbujas que
aparecieran, hasta que se solidificd la gelosa -antitoxina-
en la otra mitad del tubo. Los tubos preparados de esta ma
nera son puestos horizontalmente en cajas de Petri con pa--
pel filtro humedecido. Se usaron sobre el papel, como So--

portes del tubo capilar, aplicadores de madera. Los tubos-

fueron observados de las 13 a las 24 h. después de incubar-
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a 30 °C. Durante la incubacién los tubos con reacciones po.
sitivas desarrollaron una 1inea de precipitacién delgada --
dentro de la mezcla gelosa-antitoxina. Esta 1inea fue de -
aproximadamente 1 mm desde la interfase con la muestra de -
toxina. Las 1ineas fueron fdcilmente visibles bajo 1.5 uni
dades de aumento usando luz reflejada contra un fondo obscu

ro.

E1 método de difusidn microcapilar en gel de agar -
al ser comparado directamente con la té&cnica de Ouchterlony
de difusidn en placa con gel descrita por Vermilya y col. -
muestra ventajas, ya que dicha técnica toma de 24 a 48 h --
para la visualizacion de la 17nea de precipitacidn y pueden
ocurrir reacciones cruzadas entre los diferentes tipos de -
toxina. E1 sistema microcapilar toma de 3 a 24 h y no se -
han observado reacciones cruzadas. También este sistema --
microcapilar parece tener ventajas sobre el de bioensayo en
ratones, ya que Tos tubos se llenan facilmente, los resulta
dos falsos positivos se reducen al no haber problemas de --
muertes de ratdn no especificas, o por choque proteinico o
error humano en la inoculacidn, &sto y la gran cantidad de-
alimentos que deben ser examinados para revelar la presen--
cia de botulismo parecen ser factores decisivos en favor de

este sistema; el hecho de que la toxina tienda a desarro---

(Vo)
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V.4

1larse in vivo estarfa a favor del bioensayo en ratones,-

pero alin as? hay que considerar que éste es un método rdpi-
do y barato, y que al corregirse algunas fallas que ain pre
senta lo harfa, a nuestro parecer, el mds conveniente para-

revelar la presencia de toxinas botulfnicas. (33)

STntomas de botulismo en humanos y su probable alivio.

E1 botulismo en humanos se ha presentado con los --
nuevos procesos y técnicas que se han venido desarrollando-
para lograr prolongar la vida Gtil de los productos alimen-
ticios y conservarlos en condiciones aptas para su consumo.
Estas intoxicaciones botulinicas no se han 1legado a regis-
trar en muchos paises debido a la falta de un registro esta
distico adecuado, o a que en algunos casos se confunden los
sintomas y se declara la muerte por otro motivo diferente -

al de la intoxicacidn botulinica.

La especie humana es tan sensible al botulismo que
si hay toxina en cantidades apenas perceptibles en un ali-
mento, todos los que To ingieren se intoxican, y el comer-

una pequefia cantidad de alimento, como unos pocos guisan--
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tes o una judTa verde, puede causar la intoxicacién y condu

cir hasta la muerte, pues como ya se ha mencionado anterior

mente, 200 mg de toxina botulinica "A" bastarian para aca--

bar con la poblacién mundial.

Entre los casos de intoxicaciones que se han repor-
tado, algunos de los pacientes admiten haber notado cierto-
cambio en alguna propiedad organoléptica del producto al co
menzar a utilizarlo, pero no le dieron 1a debida importancia

a este cambio, 1o consumieron con resultados fatales para -
algunos de ellos, mas sin embargo, la mayoria de las veces-
no se han presentado cambios organolépticos apreciables en-
el producto al ser consumido, por lo cual se han presentado

varios brotes de botulismo.

Los sintomas tipicos del botulismo aparecen por To

oz

general entre las 12 y 36 horas después de ser ingerido el

alimento, aunque pueden requerirse periodos mds largo o --

6 1/2 a 21 h y los sintomas neuroldgicos tardan de 39 a 108 .

Pioe (11558



Los primeros sintomas suelen consistir en trastor--
it R TR ST T A

Neww s s

nos digestivos agudos, seguidos por nauseas y vémitos, e in

cluso diarrea, al mismo tiempo que fatiga, dolores de cabe-

za y desvanecimiento. Mds tarde aparece estrefiimiento.. En_

los primeros momentos puede ya presentarse doble yisidn.y -

—

con frecuencia resulta dificil hablar o tragar saliva. Los

pacientes se quejan de tener la boca seca y la garganta con

traida, y la lengua se hincha. La temperatura del enfermo-

es normal o inferior a la normal. Los mdsculos involunta--

rios sufren pardlisis, extendiendose ésta al aparato respi-
ratorio y al corazén; la muerte suele producirse por fallo-

respiratorio.

En la década pasada ocurrieron varios brotes cldsi-
cos de botulismo tipo "E" las sefiales y sintomas que fue-—-

ron reportados con los siguientes:

"Signos y sintomas reportados por una o mds victi--

mas de 7 brotes de botulismo tipo "E". (1)

99



Nauseas y/o vomitos 7

Visidn borrosa, diplopia, fotofobia 6
Respiracion dificultosa 5
Aturdimiento o vertigo 5 4
Dificultad para hablar 3
Debilidad general 3
Disfalgia 2
Dolor abdominal, calambres 2
Dificultad para orinar 1
Parpados pesados 1
Dilatacidn de las pupilas . 1
Misculos especificos débiles o paralizados 1
Garganta, boca o Tengua seca 1
Somnolencia 1
Frank L. Bryan 1973

Como se puede apreciar, los sintomas son pareci
dos en las intoxicaciones por los tipos "A", "B" y --
"E", aunque las nduseas, vOomitos y retenci6n de orina-
suelen ser mas graves con la toxina tipo "E", sin em--
bargo, se ha visto que no todos los casos de intoxica-
cidén son iguales, pues a pesar de haberse causado ésta
por el consumo del producto, en una familia no todos -
presentan los mismos sintomas, ni en todos los casos -
de botulismo se dan todos los sintomas, ya que algunos
1legan a morir sin haber presentado voémitos o diarreas

que son los principales trastornos intestinales.
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En los casos fatales, la muerte sobreviene en

general de 3 a 6 dias después de la ingestion del ali

mento contaminado, pero el perfodo citado es algunas

veces mds largo y otras mds corto.

De los reportes estadisticos que se tienen se -
sabe que en los Estados Unidos la mortalidad es del or
den del 65%, pero en Europa es considerablemente infe-
rior; en Alemania, por ejemplo, oscila alrededor de un

20%.

Por desgracia el tratamiento para este tipo de
intoxicacion es muy poco satisfactorio, ya que aqui el
factor tiempo es primordial, pues el Gnico procedi--
miento eficaz de tratar el botulismo es la administra-
cifn de antitoxina. Desgraciadamente suele carecer de
eficacia si se inyecta después de aparecidos los prime

ros sintomas gastrointestinales. (8)

Algunas recomendaciones a las que se ha 1legado
a un acuerdo para el tratamiento del paciente con botu

lismo, son las siguientes:

1. Todos los pacientes con botulismo deben ser mante-

nidos bajo estricta supervision médica.

2. Se recomiendan catdrticos, enemas altos y lavados-

géstricos para la eliminacidon de toxina residual.
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La traqueotomia debe 'ser practicada en pacientes -
con respiracidn dificultosa.

La sangre para las pruebas de neutralizacidn con -
antitoxina en ratones debe ser obtenida tan pronto
como sea posible después de la aparicién de los --
primeros sintomas, o al sospecharse una probable -
intoxicacién.

Todos los casos diagnosticados como de botulismo -
deberian recibir la antitoxina trivalente "A", "B"
y "E" tan pronto como sea posibie, esto es necesa-
rio independientemente del tipo de alimento que se

haya consumido.

Conviene ademds mantener inmévil al paciente.
Sostener el balance hidrico del organismo.

Cuando se reciben los resultados del laboratorio -
con el tipo de toxina, entonces la antitoxina espe
cifica (monovalente "E" o "A" o "B") se debe dar -

en dosis elevadas.

Todos los casos sospechosos se deben reportar inme
diatamente a las autoridades sanitarias encargadas

de la salud piblica en la respectiva localidad.

En la actualidad se dispone de una vacuna contra

el botulismo, pero debido a que existen cinco tipos di
ferentes de botulismo y cada vez se descubren mis,serfa

necesario elaborar una vacuna polivalente o varias mono
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V.5

valentes para lograr la completa prevencidn del botulismo,-
sin embargo, &sto es algo que se encuentra aiin en estudio y
con muchos problemas en contra, pues habria que ver si no -

se producen reacciones cruzadas.

E1 padecimiento de la intoxicacidn deja tras de si --
una inmunidad antiinfecciosa firme (antitéxica y antibacte-

riana). (49)
Datos estadisticos reportados de brotes de botulismo:

En la actualidad son pocos los casos sobre brotes -

de botulismo de los que se tiene conocimiento, ya que no --
todos los pafses tienen un registro estadistico adecuado co

mo para dar tal informacifn, ni en todos los paises se re--
gistran los casos de botulismo como tales, debido a la reac

cidén que el piblico pudiera tener sobre tal o cual marca si
la prensa se 1legara a enterar de dichas intoxicaciones. En
nuestro pafs, desgraciadamente, no existe un debido regis--
tro estadistico sobre dicha intoxicaci6n y por mds busquedas
que se han 1levado a cabo sdlo se ha podido obtener un caso
reportado de botulismo como tal, citado por los Dres. Abel-
Gonzdlez Cortds y Guillermo Gosset Osuna (de la Unidad de -
Epidemiologia, Centro Nacionai de Digndstico y Referencia,-
CNDR. Instituto de Salubridad y Enfermedades Tropicales --
ISET) dicho caso corresponde a una mujer residente en 1la

Ciudad de México, D.F., de 29 afios de edad; los sinto-
mas se presentaron desde el dia en que ella consu-
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mié el producto que fue el 8 de marzo de 1975, el cua--
dro clinico de botulismo que presentd durd 8 dfas, y fa
11ecid el 15 del mismo mes; como se presentaron un pa-
ro respiratorio y pérdida de la conciencia 4 dias antes
de su muerte, durante los cuales no recuperd el automa-
tismo respiratorio, se supuso que esto era originado --
por una hemorragia intracerebral, que condujo a la des-
cerebracién. E1 17quido raquideo se encontro normal en

dos ocasiones y no hubo fiebre.

Establecida la posibilidad de botulismo, el Labo
ratorio de Enterobacterjas del Centro Nacional de Diag-
néstico y Referencia del ISET inici6 las pruebas biold-
gicas que confirmaron dicho diagnéstico, encontrando bo
tulismo tipo "A". EIl alimento consumido fue atdn enla-
tado distribuido en el comercio después del 17 de no---
viembre de 1974, esto obligé a 1a DGAB y M al retiro -
del mercado de lTos lotes identificados como sospechosos;
se estuyo en espera de que se reportaran otros brotes,
dando el adecuado aviso a las autoridades de Salud Pid--
blica de los diferentes Estados de la Repiblica, pero -
desgraciadamente no se recibid ninglin nuevo reporte de

brotes. (18)

En América Latina se han reportado pocas inciden
cias de intoxicaciones botulinicas: Coballo (Escuela -

de Salud Piblica, Universidad de Caracas), reportd un -
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caso de botulismo para 1964 y tres para 1965. (22) En
Uruguay, C1. botulinum tipo "Ef no ha sido aun detec-
tado. Este es un pequefio dato en la bibliografia en -
medicina humana (Bertullo, Institute of Fishery Re----

search, Montevideo).

En Costa Rica no hay investigaciones sobre las -
incidencias de C1. botulinum que hayan sido reportadas-

(Chaveri Benayidez, Food Control, San José).

En Chile, no se tienen datos sobre recientes in-
toxicaciones por Cl. botulinum, a pesar de que se en---
cuentran muchas esporas botulinicas en el suelo de Chi-

le (B. Valladares, Concepcién).

En Guatemala es al parecer donde se tienen esta-
disticas, tal como lo reporta B. Mendizdbal en el si---

guiente cuadro de datos de casos en dicho pafs.

Casos Reportados Muertos
1961 2 "
1962 9 2
1963 2 B
1964 ‘ - =
1965 3 e
1966 1 -
1967 : 1 e
B. Mendizabal, Guatemala, C.A. 1964
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En Perd, Caletti y Paganin tienen estudios que -

han sido reportados sobre comidas de pescado.

Mathyas (WHO/OMS), en Génova, reporté que no hay-
informacidon sobre intoxicaciones botulinicas en 1966 en
las siguientes cjudades y regiones: Argentina, Colom--
bia, Cuba, Republica Dominicana, Perli, Trinidad Tobago,

Bahamas, Guadalupe y Puerto Rico. (22)

Cl. botulinum tipo "E" ha causado el 467, de las
infecciones en Japdn, Canada y Escandinava durante este
siglo. Esta incidencia estd naturalmente conectada con
los habitos alimenticios en Argentina, con quizas una -
de Tas mds ricas plataformas marinas del mundo, la inci
dencia es cero, porque el pescado es un componente mini

mo de su dieta.

En Rusia, Popugailo y col (1972) (36) reportaron
9 casos de botulismo, teniendo resultados fatales 2 de
ellos. En Japdn el tipo "E" causd el 46% de la inciden
cia, lo cual estd, naturalmente, conectado con los hdbi

tos alimenticios.

Desde 1899, afio en que se empezd a reportar la -
morbilidad y mortalidad del botulismo, en los Estados -
Unidos se han obtenido diferentes colecciones de datos-

estadisticos que mostramos a continuacidn:
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De 1899 a 1963, fueron reportados 1561 casos. Los
procesos caseros son los mds comunmente implicados como
fuentes de infeccidn en 3 de las pasadas 4 décadas. Cl.
botulinum tipo "A" y "B" fueron los mds frecuentemente-

responsables en brotes que provienen de alimentos procc

sados en forma no comercial. (34)

1899 1910 1920 1930 1940 1950 1960 Total

ESTADO 1909 -19 -29 -39 -49 -89 -63
California 11 104 87 105 100 " 50 12 478
Washington 0 23 43 46 30 15 8 165
Colorado 0 7. 27 31 23 25 5 125
New México 0 0 0 37 33 7 3 80
New York n 18 21 19 12 0 2 72
Michigan 0 15 34 0 2 0 0 60
Oregon 0 3 18 20 12 3 0 56
Tennessco 0 0 7 15 6 5 15 18
Kentucky 0 0 0 11 13 11 10 43
Montana 0 7 5 17 9 2 0 31
Dakota Norte 0 0 n 21 9 0 0 30
Ohio 0 14 12 3 0 il 0 30
Wyoming 0 0 21 8 0 0 0 29
Nebraska 0 2 3 12 10 9 0 27
New Jersey 0 3 2 5 4 13 0 27
Idaho 0 4 2 8 0 6 3 23
Mississippi 0 0 0 0 4 17 0 21
Indiana 0 7 11 0 0 2 0 20
Pensylvania 0 0 9 1 3 2 3 18
I11inois 0 4 4 0 2 6 0 16
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Utah 0 10 1 12 0 0 14
Minnesota Q 0 0 5 0 3 5 13
Alaska 1 0 0 0 0 0 10 3 13
Texas 8] 0 ) 4 0 1 0 11
Arizcna 0 0 5 0 1 2 0 11
Virginia 0 0 0 2 5 2 0 9
Florida 0 7 0 0 0 0 1 8
Mas sachusetts 0 6 0 2 0 0 0 8
Marvland 0 0 0 G 4 3 0 7
Alabhama 0 0 3 0 1 0 3 7
Dakota Sur 0 0} 0 5 2 0 0 7
Nevada 0 0 0] 0 3 3 0 6
Wisconsin 0 3 2 1 0 0 0 6
Ok Tahoma 0 0 0 2 1 3 0 6
Connecticut 0 0 0 1 4 0 0 5
Lowa 0 5 0 0 0 0 0 5
Maine 0 0 4 0 0 0 0 4
Virginia Oeste 0 0 0 0 3 0 1 4
Louisiana 0 0 0 0 0 3 1 4
Washington, D.C. 0 0 0 0 3 0 0 3
Arkansas 0 0 0 2 0 0 1 3
Missouri 0 0 2 0 0 0 0 2
Carolina del Norte 0 0 0 0 0 2 0 2
Georgia 0 0 0 0 1 0 0 1
Hawaiil 0 0 -0 0 g o 0 0
New Hampshire 0 0 0 0 0 0 0 0
Vermont 0 0 0 0 0 0 0 0
Rhode Island 0 0 0 0 0 0 0 0
Kansas 0 0 0 0 0 0 0 0
Delaware n 0 0 0 0 0 0 0
Carolina del Sur 0 Ses e 0 er e |8 0
TOTAL 11 243 328 384 316 197 ‘82 1,561

1899 - 1949 Basado en datos colectados por K.F. Meyer v B. Eddie
1950 - 63 De los datos reportados al estado por la Oficina Na-
cional de Estadisticas Vitale y el Centro de Comunicacién de De-
sesos de EE.UU.
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E1 siguiente cuadro resume datos correspondien--
tes a brotes de botulismo causados por alimentos prepa-
rados comercialmente, en los cuales hubo 109 muertos en

un total de 219 casos en el periodo de 1906 a 1963:

Ario Alimento Ndm. de  Nim. de Nim. de
brotes casos muertes
1906 Cerdo y alubias 1 3 3
1910 Habichuelas verdes 1 4 4
1912  Jugo de almejas 1 2 1
1913 Jugo de almejas 1 3 2
1914  Jugo de almejas S 2 2
Salsa de tomate 1 2 0
1915 Salchicha 1 2 2
Elote 1 1 0
1918 Aceituna picada 1 2 2
Atln 1 1 1
Aceitunas 3 28 17
1919 Salchicha veraniega 1 3 0
Aceitunas maduras I 7 7
Aceitunas maduras 2 2 0
Aceitunas picadas 1 5 1
Aceitunas picadas il 1 1
1920 Espinacas 1 6 3
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Anc Alimento Nim. de  Ndm. de Nim. de Tipo
brotes casos muertes
Espinacas 1 2 2 -
Jamén 1 4 4 ~
Leche 1 4 0 -
Betabel 1 5 5 B
Espinacas 3 32 4 A
1921  Aceitunas maduras 1 5 3 A
1922 Espinacas 2 11 6 -
Aceitunas maduras 2 13 6 -
1924  Aceitunas maduras i 9 2 A
Sardina 1 2 2 A
Sardina 1 2 2 A
1925 Espinacas 1 5 1 B
Carne con papas 1 4 4 B
1929 Chalote (especie de -
cebolla) 1 2 1 B
Entremés 1 3 1 -
1931 Leche 1 1 0 A
Sardinas 1 2 1 -
1934  Sardinetas 1 3 1 E
1936 Almejas (enlatadas -
en Japbn) 1 4 4 B
1938  Atin 1 2 2 -
1941 Salsa de champifones 1 3 1 E
1951  Queso 1 1 1 -
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Ao Alimento Nim. de  Nim. de Ndm. de Tipo

brotes casos muertes

1960 Caracoles ahumados 1 2 2 E

Atin 1 3 2 E
Pescado blanco ahu-

mado. 1 2 2 E
1963  Pescado blanco gor-

do ahumado 1 17 5 E

Pastel de higado 1 2 0 A

Total 51 219 109 -

1899-1949 Basado en datos colectados por K.F. Me
yer y B. Eddie 1950-1963 reportados al Estado por la -
National Office of Vital Statistics and the Communica--

ble Disease Center. E.U.A.

Enlatados caseros que produjeron mds de seis bro-

tes de botulismo entre 1899 y 1947.

Alimento Nim. de brotes
Habichuelas verdes 94
Elote 46
Betabel 22
Espdrragos 21
Espinacas 12
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Alimento Nim. de brotes

Higes 10
Guisantes 10
Rabanos 9
Guindillas 9
Alubias 7
Tomates 7
Champifiones 6
Embutidos 9
Pescado 10

Foster, E.M. 1965
Los alimentos de procesamiento casero son los que

mayor ndmero de brotes han producido.

Ha habido un aumento en el ndmero de casos de bo-
tulismo en el afio de 1963, en el que se registraron do-
ce brotes, con 46 casos y 14 muertes. Cuatro de estos-
brotes, con 24 casos y 9 muertes fueron debidos a ali--
mentos tratados industrialmente. Tres brotes fueron de
botulismo tipo "E" producido por pescados; uno por - -
atin enlatado que se produjo en Detroit y dos por pesca

do ahumado.
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"Brotes de

botulismo producidos en 1963"

(34)

Lugar Alimento Casos Muertes Tipo
California Chile pimiento 2 Q A
Nuva York Pastel de Higado 2 0 A
E1 oeste de Vir-
ginia Judias verdes 1 1 B
Kentucky Elote 5 1 B
Colorado Judias verdes 2 1 B
Pennsylvania Judias verdes 3 0 B
Michigan Atin 3 2 E
Michigan Pescado ahumado 2 2 E
Tennessee, Alaba-
ma y Kentucky Pescado gordo 17 5 E
California Champifiones 6 1 Desconocido
Minnesota Pescado ahumado 1 0 :
California Higos 2 1 "
Total 46 14

Reportado al estado por el Centro de Comunicacidon de -

Desesos, Servicio de Salud Piblica, Atlanta,

1964 .
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Brotes de botulismo encontrado en pescado y productos -

marinos de 1899 a junio de 1970.

Tipo Procesado

Producto Brotes Casos Muertes A B E Hogar Industrial

Salmoén
Carne 8 19 7 1 1 6 2
Huevos 5 10 6 3 5
Atln 10 31 16 21T 7 3
Pescado blanco
Ahumado 5 25 10 5 5
Ballena
Delfin 6 14 6 4 6
Aleta de ballena 1 7 1
Almejas y jugo 5 12 10 1 1 4
Sardinas 4 7 6 1 1 3
Foca
Delfin 1 1 0 1
Arenque 1 1 0 1
Sardinetas 3 3 1 it i
Huevos de pescado 1 3 2 1 1

1 2 1 1 1
Cangrejo i 1 0 1
Langosta congelada 1 1 0 1
Pescado curado 1 1 0 1
Pescado en esca-
beche 1 1 1 1 1
TOTAL 53 139 67 5218 33 20

U.S. Dept. Health, Education, and Welfare, Public Health Servi-
ce, (1970) "Botulism in the United States". National Communica
ble Disease Center, Atlanta, Georgia. (34)
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Una revisidn reciente de botulismo en los EE.UU.
de 1899 a 1973, indicd que un total de 27 brotes se de-
bia a frutas y 20 mds a condimentos, incluyendo tomate-
que se veia bien; pimienta, chile y salsa de chile. - -
Otros casos recientes han sid oatribuidos a conservas -
caseras de tomate o jugo de tomate y fueron reportadas-
por Vartanyants (1972), Popugailo y col. (1972) y por -

el Centro de Control de Enfermedades (CDC, 1974)de EE.UU.

Como se puede apreciar, los datos estadisticos --
gue en mayor nimero se han encontrado corresponden a --
EE.UU., 1o mds seguro es que ésto se deba a que en ese-
pais se ha dado un gran auge a la comercializacion de -

oroductos alimenticios enlatados o procesados. (34)

Formas posibles de combatir el botulismo:

Para evitar el botulismo tiene gran importancia -

S

la tecnologia correcta en la elaboracién de los produc-

tos alimenticios por parte de las empresas de la indus-

;ria de la aiimentacién y sobre todo, de las conservas-
de carne, pescados y verduras, asi como del ahumado y -
de la salazdn del pescado y de la preparacidn casera, -
va que, generalmente se preparan sin observar las orde-

nanzas sanitarias. También se encuentra la posibilidad,

en el caso de la preparaciones caseras, de que no se --
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cuente con el suficiente-equipo como para regular bien-

el proceso.

Los peces capturados deben ser desprovistos inme-

diatamente de sus visceras,siempre y cuando hayan cum--

plido con las condiciones necesarias como para poder --

usarlos de materia prima y deben colocarse en los frigo

rificos. El1 transporte del»pgscado debe hacerse de - -

L —

acuerdo con el régimen térmico establecido, impidiendo-
su contaminacion con tierra o contenido intestinal. Las
verduras deben ser lavadas cuidadosamente. Para hervir
St e : :

la carne o el pescado se recomienda hacerlo en pedazos
pequefios, no permitiendo la conservacidon de productos -
(jamén, lomo) de gran peso y en muchas capas, preparan-

do Tas conservas en porciones no superiores a 1.5 kg. -

Las esporas del botulismo, que se conservan después de-

la esterilizacién, provocan el abombamiento de los enva

ses, percibiéndose que el contenido de los mismos despi

de olor a grasa ran;j?. No debe permitirse, de ninguna
manera, ia venta de tales conservas, debiendo ser reti-
radas y sometidas a una investigacion minuciosa. La sa
_lgggg“gg]wpggcadQWQ¢pe“hacerse en una solucion salina -

fuerte, cuya concentracidn no sea menor al 10%.

Las conservas se deben almacenar en lugar frio.(7)



Entre los métodos aue se han mencionado para evi-

tar el botulismo se encuentran los siguientes:

1. Rechazar todos los alimentos enlatados o pre-
sentados de otras formas que se encuentren deteriorados.

2. Ni siguiera probar un alimento sospechoso.

3. Evitar los alimentos que una vez cocidos se -
han mantenido durante algin tiempo a la temperatura am-
biente y no se han sometido luego a un tratamiento tér-
mico adecuado.

4. Hervir, no menos de 15 minutos, cualquier ali
mento sospechoso.

5. Es conveniente evitar, ademds, el consumo de-
alimentos crudos o precocidos que se han congelado, des
congelado y mantenido a la temperatura ambiente.

6. Es muy importante evitar la contaminacidn del
alimento después de cocido, pues cualquier organismo pa
tégeno o causante de alteracidon que a &l 1legue, halla-
rd muy reducida la competencia que otros organismos pu-
dieran ejercer y el alimento cocinado posiblemente cons
tituye un mejor medio de cultivo que el original si se-
permiten oportunidades de crecimiento.

7. De aqui que también sea importante realizar -
rdpidamente el enfriamiento y congelacidn para que no -

se presenten dichas oportunidades.
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Para prevenir el botulismo procedente de pescado-

ahumado se han recomendado las siguientes precauciones:

1. Mantener unas condiciones higiénicas adecua-- |

das durante l1a produccion y manipulacién.

2. Que el pescado se caliente durante el ahumado
o después, de tal forma que en su punto mas frio haya -
por 1o menos 81°C y esa calefaccién dure 30 minutos

3. Que el pescado sea congelado inmediatamente -
después de empaquetado y se mantenga congelado.

4. Que en todos los envases se indique: "Altera

ble, manténgase congelado”.

Es muy importante tomar estrictas precauciones en
el manejo de pescado, ya que si hay esporas adyacentes-
al intestino o a pocos mm. de éste y no se tiene el de-

bido cuidado, éstas pueden germinar y generar toxinas.

Jepsen (1969) reportd que el pescado ahumado tie-
ne un sistema inhibidor, el cual afecta la germinacidn-
de Clostridium y la produccidn de toxinas. Este siste
ma es atribuido al formaldehido generado por el ahumado
y absorbido por la piel en una concentracidn de 35-40 -

md/q de misculo de pescado.

La presion de vapor en el cocido es uno de los mé
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todos mas seguros, pero las recomendaciones en muchos -
boletines son un tanto indefinidas, ya que, por ejemplo,
la presidon de vapor de sdlo 4.536 kg. se recomienda pa-
ra un frasco grande de cualquier alimento, mientras que
otros recomiendan para el mismo proceso y el mismo tiem
po, una presion de 4.536 a 6.804 kg. Si una presion de
cocido no es adecuada para los vegetales, debe usarse -
algiin método de preservacidon diferente 3] enlatado.

E1 éxito de cualquier método de tratamiento de -

—

enlatado de alimentos se determina facil y rapidamente-
por el calor de penetracidon dentro del contenido y el -
tiempo de destruccién térmica para microorganismos de -

la descomposicidn. (14)

Se recomienda también tomar como medida, para --
evitar brotes de botulismo, el lavado de todo el equipo
industrial usado al terminar cada dia laboral; asi co-
mo el lavado de las partes no desmontables del equipo -
con mangueras de vapor o agua caliente a presidn, al --
jgual aque los pisos y paredes, para evitar posibles fuen

tes de infeccion.

Se debe cuidar también que el agua de enfriamien

to nara el producto procesado esté exenta de contamina-
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Yi7.

cion de microorganismos, asi como tener una buena recir

_culacidn en los tanques de lavado o escaldado, sin de--

jar estancar el agua.

En general el equipo utilizado en la fabricacidn
debe estar en condiciones perfectas para poder rendir -

un buen funcionamiento.

E1 departamento de vigilancia de la calidad es -
primordial en 1a industria alimenticia, para poner en -
evidencia e impedir los posibles brotes de botulismo o-
de contaminacidn con otro tipo de microorganismos; ya-
que de dicho departamento depende la aceptacion de la -
materia prima, el mantener estrictas condiciones duran=
te el tratamiento en el aspecto aséptico y tecnoldgico-
y la aprobacidn de los lotes de los alimentos ya indus-
trializados, asi como también verificar la presentaciodn
adecuada del producto y su manejo hasta el momento mis-
mo de ser recibido por el distribuidor. Estas son algu
nas de las muchas medidas que se pueden tomar para la -

prevencion de brotes botulinicos

Otras formas de contraer el botulismo:

Como ya se ha dicho anteriormente, las esporas -

del agente del botulismo se encuentran distribuidas en-
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diferentes partes, tanto en terrenos virgenes como cul-
tivados; en el agua de mar, ademds de los alimentos, -
etc.

E1 proceso estd condicionado por la exotoxina, -
que se absorbe en el intestino, penetra en la sangre y-
afecta los nicleos de la médula oblonga, el sistema --
cardiovascular y los misculos. Actualmente también se-
ha demostrado la penetracién de Clostridia a través de-

la superficie de las heridas.

Hace tiempo se consideraba al botulismo como una
simple introxicacion. En la actualidad se ha demostra-
do que Tos Clostridia se encuentran en diferentes orga-
nos de las personas fallecidas por betulismo. Por lo -

tanto, esta es una toxico - infeccidn.

Ahora se ha registrado, sin embargo, la presen--
cia de botulismo tipo "A" en heridas laceradas, las cua
les no tienen seria infecci6n de otros tipos y el botu-
lismo tipo "B" como un severo componente de fracturas -
en las cuales habia una incipiente gangrena, que aparen
temente se sostenfa a pesar de aplicaciones locales de-
sulfonamida y sulfadiazina sistemdticamente, pero sur--
gié después en este caso el botulismo tipo "B" que per-

sistié por mids de 34 dias. En ninguno de Tos casos men
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cionados se observaron sintomas de botulismo.

E1 botulismo tipo "B" fue repetidamente demostra
do en algunas contaminaciones de heridas infectadas, se
guidas de una fractura de pierna con una mezcla de in--
feccidn anaerdbica y aerdbica y gangrena gaseosa en un-
periodo mayor de 34 dias. Es probable que estos orga--
nismos estuvieran presentes, si no desde el comienzo, -

al menos desde el tercer dia hasta la mejoria.

Geiger (1924), demostrd que la toxina botulinica
tino "A", nuede ser absorbida a través de heridas fres-

cas v de la superficie mucosa.

E1 hecho de que en unos casos se hava logrado --
mantener por mas tiempo a Cl.botulinum que en otros,-
tal vez se deba a la observacion que hicieron Hally y-
Paterson (1923) de que bajo ciertas condiciones, ciertas
bacterias destruyen7a medida que se forma,]a toxina de-
C1. botulinum en cultivos mezclados, pero ésto no pudo

ser demostrado en todos los filtradoes (21).

Un reporte hecho por Joseph B, Davis y col. - -
(1951) informa sobre un caso de una herida con conse--
cuencias fatales, en la cual fué aislado, C1. botulinum

tipo "A". ET reporte del caso informa aue le sucedid a



una chica de 15 afios, la cual se ocasiond una fractura-
al caer al pasto: desde su recdmara situada en el se--
gundo piso;después de ingresar en el hospital y ser ope
rada, comenzé a presentar sintomas de elevada temperatu
ra, pulso acelerado y respiracidn agitada; después de-
una segunda operacion que se le practicé para amputarle
la pierna por haber presentado gangrena gaseosa y a los
14 dias de haberse presentado la fractura, se comenza--
ron a presentar sintomas de botulismo tales como disfa-
gia, incapacidad para hablar, flaccidez muscular gene--

ral, vision doble. Dos dias mds tarde murid.

Como se puede observar, el botulismo también se-
puede contraer por heridas o laceraciones en la piel al
entrar la espora en contacto con el organismo, y si no-
se tienen las debidas precauciones. dicha espora puede-
1legar a desarrollarse a la temperatura del organismo y
formar la toxina, misma que puede ser transportada a --

través del flujo sanguineo a todo el organismo. (11)

Esta es, a grandes rasgos, otra de las formas en
las que se ha encontrado que se puede adquirir el botu-

Tismo.
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Dado el alto indice de brotes botulinicos que se
registra actualmente en diferentes paises como consecuen
cia de su desarrollo industrial, es necesario dar a Tlos
diferentes tipos de Cl. botulinum Tla importancia ade--
cuada para evitar la alta"mortandad registrada actual--
mente por éste, se deben incrementar los estu-
dios cientificos 1levados a cabo sobre botulismo en sus
diferentes aspectos, tanto desde la forma en que se pue
den producir los brotes, hasta cudles condiciones son -
aptas para el desarrollo y produccién de toxinas, te- -
niendo en cuenta la resistencia de cada tipo de toxina-
a los diferentes medios que pueden presentar los alimen
tos, asi como a las condiciones de los procesos a los: -
que van a ser sometidos; también se deben de investi--
gar los métodos para revelar su presencia y lograr di--
cha identificacién en el menor tiempo posible, dado el-
dafio que causan en el organismo humano y las posibilida
des tan escasas gque tiene de ser combatido el botulismo
en la actualidad; es importante realizar pruebas de es
tudios inmunolégicos que permitan la adecuada prevencidn
0 inmunizacion de las personas contra este tipo de toxi
nas; son varios los investigadores que se han dedicado

al estudio del Cl. botulinum y muchos los afios dedica--
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dos a éste desde que se descubrid; pero desgraciadamen
te alin falta mucho por lograr, sobre todo en los paises
en vias de desarrollo donde no se tiene suficiente conoci
niento sobre el botulismo, debido a 1o cual, cuando se-
{iegan a presentar algunos brotes de botulismo, sus sin
tomas son confundidos con los de otro tipo de intoxica-
cidn o enfermedad y no son reportados como tales, lo --
cual origina un mal registro de datos y con ello evita-
el debido cuidado que se podria tener sobre tal o cual-
alimento en determinada regidn, por ello es impresindi-
ble que las autoridades de Salud Piblica correspondien-
tes a cada region o pafs, efectien inspecciones periddi
cas en las instalaciones de tecnologia de alimentos, pa
ra verificar tanto el funcionamiento de la maquinaria o
aquipo, como las condiciones higiénicas, elaboracidn y-
demds y de ser posible establecer temperaturas, presio-
nes, pH y otros pardmetros minimos para la elaboracidn
de cada producto, tomando en cuenta el tipo de trata- -
miento y alimento que se va a procesar; aunque esto pa
rezca un poco dificil, se sabe que en Rusia ya es un he
cho y gracias a ello el indice de botulismo ha disminui

do considerablemente en ese pafis.

Cada pafs deberia de contar con un centro de al-

macenamiento de antitoxinas, tanto monovalentes como --

126



polivalentes, de los tipos que se han encontrado que --
producen toxicidad en los humanos, para que en caso ne-
cesario ésta pueda administrarse en la forma mas rdpida
posible y con ello evitar las muertes que causa el botu

11 smo.

Los investigadores han podido "establecer" carac-
teristicas comunes como condicionantes para que aparez-
can brotes de botulismo. Dichas caracteristicas han si
do el fruto de la observacidon y experimentacion; de ma-
nera que el hombre se ve afectado por el botulismo debi
do a la presencia de esporas del tipo A, B o E de C1, -
botulinum en Tos alimentos cuando &stas pueden germinar
y crecer y en consecuencia producir toxinas mortales pa

ra quienes ingieren alimentos contaminados.

Frecuentemente, las esporas sefaladas se encuen-
tran en los alimentos enlatados que han sufrido un tra-
tamiento térmico insuficiente durante su preparacién --
culinaria o por un procedimiento de conservacién inade
cuado, cierre defectuoso o cuando las latas presentan -
caracteristicas de abombamiento. También un alimento -
mal preservado o inadecuadamente almacenado puede ser -
causa de botulismo al ser ingerido. Esto incluye no s

lo a los alimentos enlatados sino también a los caseros.
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Es menester sefialar que la técnica que se emplee -
en la elaboracién de los alimentos, asi como la higiene,
adquieren vital importancia para garantizar la buena ca
1idad de los alimentos. Estudios experimentales han de
mostrado que los envases de enlatados de estafio son --

inhibidores de la toxina de C1. botulinum.

También se han producido brotes de botulismo por -

la ingestidn de alimentos en estado de descomposicion.

Cabe mencionar, ademds, que la carencia de un buen
control de calidad que abarque la vigilancia del agua -
que se use en la elaboracidn del alimento, el descuido-
de Tas normas sanitarias por parte del personal que la-
bora en la industria alimenticia, el no efectuar una ve
rificacion periddica del equipo industrial usado, del -
qgue depende la seguridad sanitaria del alimento, el no
especificar en la etiqueta las condiciones en que el --
consumidor debe almacenar y mantener el alimento enlata
do, as7 como omitir la fecha de vencimiento, y el trans

porte inadecuado, pueden ser la causa de botulismo.

Aungue un alimento entatado o de fabricacidn case-
ra haya cumplido con todas las normas de seguridad, es

prudente someterlo a un proceso de ebullicidn durante -
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11 6 15 minutos antes de ser ingerido ya que la ausencia
de mal olor no indica necesariamente que un alimento en-
latado no esté contaminado por toxina bctulinica, pues -
la contaminacién no sélo puede ocasionarse por el contac
to con la tierra sino también por el mal manejo en la ma
teria prima o defectos durante el proceso de enlatado, -
ya que las esporas de Cl1. botulinum pueden sobrevivir -
por periodos de tiempo largo en medio dcido, siendo capa
ces de germinar cuando el nivel del pH del m edio se in-

crementa a valores por encima de 4.6

Por otra parte, como el microorganismo es un ana---
erobio estricto se desarrolla con relativa facilidad en
los alimentos enlatados a causa de las condiciones que

se presentan en ellos.

Es conveniente resaltar que los agentes usados co--
munmente para "curar" carnes tienen poca influencia so--
bre la resistencia al calor de las esporas. Se ha re--
portado que el nitrato y el nitrito de sodio, en concen-
traciones de 0.17% en la carne, son inefectivos en la re
duccidn de la resistencia al calor de las esporas. Sin-
embargo, los alimentos salados son menos susceptibles de
contaminarse que los no salados, porque la sal comin in-

hibe o dificulta la multiplicacidn del microorganismo.
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Una vez ingerido el alimento contaminado con espo-
ras de C1. botulinum, el proceso infeccioso estd condi-
cionado por la exotoxina que absorbe el intestino, pu-
diendo afectar el sistema cardiovascular y/o los miscu-
los. Los sintomas suelen consistir en trastornos diges
tivos agudos, seguidos por nauseas y vomitos, e incluso
diarrea, al mismo tiempo que fatiga, dolores de cabeza-
y desvanecimiento. Posteriormente aparece estrefiimien-
to. En los primeros momentos puede presentarse doble -
visién, dificultad para tragar saliva y resulta dificil
el habla. Los pacientes se quejan de tener la boca se-

ca y la garganta contraida, y la lengua se hincha.

La temperatura del enfermo es normal o inferior a-
1a normal; la muerte suele producirse por fallo respira
torio, y sobreviene de 3 a 6 dfas después de la inges--

tion del alimento contaminado.
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