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RESUMEN: Se estudiaron 160 especimenes de suelo, preferente.
mente de zonas progimas s las margenes del Rio Chama, incluyendo
regiones de diversas caracteristicas climdticas v suelos de diferente na-

turaleza.

Clostridium botulinum tipo A fué demostrado en fres especimenes
de El Vigia y tipo D en dos especimenes de las zonas vecinas s Ejido

vy HEstdnguez respectivamente.

El hecho de que €l botulismo humeano ¢ animal no ha sido descrifo
en el pais puede atribuirse a fallas de diagndstico y se sugiere su inves-
tigacién en enfermedades con sintomas compatibies con £l

DESCRIPTORES:

INTRERODUCION

El botulismo puede definirse como “snfer-
m&dad neurc-paralitica, siempre grave, gue
afecta al hombre y animales en varias
regiones del mundo y generalmente resul-
tante de la ingestidn de alimenitos que
contienen metabolitos fdxicos de uno o
varios iipos conocidos de Clostridium bo-
fulinum, cuyo habitat natural es el suelo
de ciertas regiones geograficas”2.

A esta definicidn, consignada por Dolman

Closiridium botulinum (Msérida, Venezusln).

en 1.964, deben agregarse log conceptos méds
recientes acerca de la posibilidad de con-
traer la enfermedad, por contaminacion de
heridas con esta especie bacteriana. Se han
descrito diez casog de este fipo en la lite.
returs mundial hasta 1973 vy cinco casos
sdicionales enire marzo y septiembre de
1.974, todos ellos ocurrides en EE.UU.
por heridas traumabicasis,

Ta revisidn bibliogrdfica nacional no re-
vela ningun informe sobre casos de hotw
lismo occurridos en el pais, ni sobre inves-
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tigacidn de esporas de Closiridium botuli-
num en sus suelos., La Unica referencia
encontrada sobre presencia de esporas de
ests especie, en zonas vecinas a nuestre
pais, se relaciona con la demosiracion de
C. botulinum en sedimentos marinos y ani-
males acudticos en el Golic de Veneruela
v en el Golfo de Darién, investigada por
Carrol y cobll, poesiblemente con la fina
lidad de determinar la calidad sanitaria de
productos derivados de In pesca en sus
aguas, yva gue i investigacion {ué auspi-
cigda por el Bureau of Conumercial Fishe-
ries {Pascagoula, Miss.)

MATERIAL Y METODOS

Cién especimenes de suelos fueron colec-
cionados entre Octubre de 1.973 vy Mayo de
1.975, tomadas en distinfas zonas del Es-
fado Mérida, en regiones 4aridas, fértiles,
aTeonosas, boscosas y pastizales, preferente-
menie en las margenes del Rio Chama v &
diferentes sltitudes de su eurso.

Aprozximadamente 10 g de especimen de
suelo, fueron suspendidos en 25 ml de gela-
tina-fosfato. 1 mi de esta susponsion fué
inocylado em cada uno de tres tubos con-
teniendo caldc-carne picada adicicnado de
§,3% de dextrosa v 0,2% de almiddn, previa-
mente reducido y eniriado. Un tubo fué
calentado a 75°C, por 15 minutos, un segun-
do tubo a 80°C, por 10 minuios y €l tercer
tubo no recibid tratamiento alpuno. Los iu.
bos de caldocarnedextrosa-almiddn, asi
inoculados y tratados, fuercn incubados en
anaerobicsis por cinco dias a 309C.

1. Clarificacion

a} La poreidn liquida de ios cultivos,
o=l oblenidos, fué {rasferida a ftubos plas-
ficos de cenirifuga.

h) Se centrifugd a 12 350 x g durante
16 minutos a 4°C.

c¢) El sobrenadants fue vertido en tu-
bog de 15 x 126 mm.
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2. Tripsinizacicn

Se mezclaron 4,5 ml dzl sobrenadante
con 3,5 mi de una solucidn de tripsina al
1%, se incubd & 37°C, por 45 minutos.

3. Imoculacidn ol raicn

a} Be prepararon las distinias mezclas
e sobrenadante-antitoxina como se mues.
fra en la tabla I, incubando a temperatura
ambiente por 39 minutos.

h) Se inyectaron dos ratones de 15 a
20 g de peso, por via intraperitoneal, con
cada mezela (0,5 ml por raton). Se obser-
varon los ratones por un pericdo de cuairo
digg. La muerte de los ratones por bhotu-
lismo ocurre generalmenie entre 6-24 horas,
ocasionalmente puede ser tardia. Log sinto-
mas de botulismo en los ratones a menudo
aparecen cuairo horgs después de la ino-
culacion e incluye erizamiento de la piel,
respirageion abdominal laboriosa y pardlisis
de los miembros.

e) 8i la toxing botulinica esta presente
er los cultives en suficiente cantidad para
ser detectada en estas condiciones, las mez-
clas no calentadas mataréan a los ratones,
exceptc aguellos gue reciben la antitoxina
especifica. Los ratones inoculados con el
sobrenadante calentado a 1000C, sobrevi-
VEraf.

Aislamienio

Para obtener cultivos puros de C. botu-
linum, se sub-cultive de caldo-carne-dextro-
sa slmiddn, en placas de agsr yemsa de
huevo modificado por MceClung-Toabe$, in-
cubando anaerdbicamente a 37°C, por 48
horas.

La incubacidn en anaerobiosis se realzd
en jarras de Brewser, con catalizador en
caliente y reempiazo del aize por una mes
cla de 10% de II,, 80% de N, y 10% de
CO,, utiiizando un indicador de anaeroblo-
sis constituido por trazas de aszul de meti-
lenc en solucidn de glucoss.

Se seleccionaron las colonias sospecho-
lipasa positiva, cultivando cinco de
caldc-carne-dexirosa-aimidén e in-

sas,
ellas en
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cubando g 30°C, para maxima produccicn
de toxing., Ls identificacion de los cultivos
puros fué establecida por pruebas biogui-

micas3, v el tipo de toxina botulinica fué
determinado por neufralizacidn de la toxina
descrita anteriormente®.

TABLA !

Neutralizacion de las foxines de C, Botulinum

Tubo N© Sobrenadante Antitoxina Tratamiento
| .
1 | 1 ml . 1009C, 10 min.
2 ! 1 mi — Temp. amb. 30 min.
3 0,8 mi 0,2 ml anti A Temp. amb, 30 min,
4 0,8 ml 0,2 ml anti B Temp. amb. 30 min,
5 3,8 ml 0,2 ml anti C Temp. amb, 30 min,
6 3,8 ml 0,2 ml anfi I Temp. amb. 30 min.
7 8.8 ml 0,2 ml anti E Temp. amb, 30 min.

RESULTADOS

Con el propdsito de deferminar la dis-
tribucién de C. bolulinum en suelos del
Estado Mérida, se investigd un total de
cién especimenes de tierra, coleccionados
en diversos puntos del Estado, principal.
mente en la cuencs del Rio Chama gue
atraviesa el Estado Mérida des Norte g Sur,
por los Distritos RBangel, Likertador, Campo
Fligs, Sucre, Tovar v Rivas Pavila.

La presencia de C, boiulinum en los 100
especimenes de diferentes tipos, de suelos
del Estado Mérida, se resumen en la tabla 2
¥ la ubicacion de los sitios de coleceidn,
en la figura {(pdg. 127).

* Las aniitoxinas tipo especificas A y B utilizadas fueron

En Ia muestra estudiada, ¢l 5% de los
especimenes fuercn téxicos en los cultivos
iniciales en caldo-carne-dextrosa-almiddn. La
prueba de neufralizecidn de Ia foxina con
antisteros monovalentes tipo A, B, C, Dy E,
reveld C. bofulinum tipo D en dos casos y
C. Dotulinum tipo A en fres casos (tabla 3).

Sin tomar en cuenta la toxicidad de los
cultivos iniciales, se intentd el aislamiento
de C. botullnum a pariir de los mismos,
en medio de agar vemsa de huevo modifi-
cado por Mce Clung y Toabet obtenidn-
dose colonias lipasa posifiva y lecitinasa
negativa, pero sin clara evidencia de toxi-
cidad.

obtenidas e Wellcome Burroughs

(Londres) y los tipos €, D, y E, gentilments cedidas por el Anserobic Laboratory, C.0.C., Atlan-

ta, U.S8.A.
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BARINAS

O\ Punto de reacoleccion
(@ Muestra positiva

TACHIRA
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TABLA 2

Ocurrencia de C. botulinum en suelos del Estado Mérida
(Qclubre de 1873 - Mayo de 1975)

Zona N.C de N.¢ de Especimcne:f: Tipo de
Alturas Especimenes conteniendo C. boiulinum
(ME 8. N. M) | C. botulinum
| i
Alto Chama .
(1.800-4.000) . 31 ¢ —
Chama Medio :
(1.800-800) § 24 1 A
Balo Chamsa ,
(600-0) ; 45 4 AyD
E
I : |
t
Totales | 106 5
TABLA 3
Letolidad de los neuntrolizados de toxinos bolulinicas
Muest Rats Efecio en el ratén reecibiendo |
uesira atén ) .
0,4 ml del centrifugado més |
. (] i
N N.¢ 01 mi de antisuero tipo: Control | N.® Protegidos
z ] | ’1
A B I C D= \
e L
! !
67 1 M M| M s | M 3 M
2 M Mol M S 1M 8 M
! :
78 1 | M M | M| S M s M
2 M M M S M s M
87 E 8 M M M M s M
2 s M M M il ] M
89 i a M M M M 8 M
2 s M M M M s M
96 1 ll S M M %1 M 8 M
2 S M M M M ] M
i i
M - Muertes
5 == Scbrevivientes
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DISCUSION

ILa ocurrencia de C. botulinum en la
muestra estudiada, en un 5%, nos revela la
relativa poca frecuencia de este gérmen en
ios suelos investigados. Los cinco especi-
menes positivos para C. bofulinum fueron
coleceionados en la zona sur del Estado:
Ejido, Estdnquez y el Vigia. C. bofulinum
tipo A fu¢ detectadc en fres muestras y
C. botulinum tipo D en dos muestras.

En los paises donde se ha observado,
el botulismo sz presenta en brotes de pe-
quefia escala y muy raramenie en la pobla-
cién humana, a diferencia de los animales
en los gue produce brotes en gran escala
por la ingestion de alimentos contamina-
dos, por animals particularmente suscepti-
bles a cierios tipos antigénicos de la foxina
(tipos ¢ vy D en aves y bovinos respecti-
vamente)., Tal sifvacion es explicable por
los procedimientos utilizados en la alimen-
tacion regulada del ganado y por las cos-
fumbres migratorins de aves salvajes, que
ios llevan a consumir masivamente un iipo
ds alimento gue puede estar contaminado.

Globalmente se ha establecido que entre
el 1% ¥ el 25% de los suelos confienen es-
poras de . botulinum (EE.TU., Australia,
Hewai, China, Suecia, Inglaferra, Alema-
nia)10, En Norte América et tipo A pre-
domina al oeste de las Montafias Rocosas
v ¢l tipo B en el valle del Rio Mississippl ¥
region de los grandes Lagos?. En 1967, Krav.
chenko encontré C, bofulinum?, en €l 10,5%
de los suelog de la Unidn Soviética, con
predominio del tipo E en el 62% de las
muestras positivas, observandc a la vez
mayor percentaje de muesiras positives en
el sur del pais. El mismo autor afirma
gue no halld relacidn entre la positividad
de los suelos v la mayor densidad de po-
blacidn, de suelos cultivados o dedicados
al pastoreo, en cambioc, se observé alguna
influencia por parte de 1a presencia de
aluvidn o arena. El predominio del tipo E
en ambientes acuaticos parece circunseribir-
se a lafitudes septentrionales, ya gue segin
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log trabajos de Carroll ¥ Ward en el Golio
de Méjicol?, Golfo de Darién y Golfo da
Venezuelal, aungue revelan la presencia de
los tipos A, C v E, observan predominio de
los dos primeros.

En Eurcpa, por muchos afios, ha apa-
recido el fipe B como predominante?, pero
recientes investigaciones indicam que el
tipo B es mas comiin en el norte del con-
tinente, particularmente Suecia y Dinamar-
ca® los fipos C y D, aungue estin pre-
sentes, son relativamenie raros. El tipo B
ha sido aisiado en suelos de Hawai, China
v Japodn, siendo el tipo E el mas comun en
este dliimo pais.

Muestras de sedimentos del Estado de
Ceard, Brasil, v muesfras de peces captu-
rados en las cosias de Nicaragua y Hone
duras, revelaron resuliados similares a los
de los Golfos de Venezuela y Dariénii,

De lz muestra de suele investigada en
el presente trabsjo se logrd aislar colonias
lipasa positiva en un 55%, de los especime-
nes gue aparentemenie corresponden, por
las pruebas bioguimicas, a C. sporogenes,
microerganismo esirechamente relacionado
con C. botulinum y del cual solo se dife-
rencia por su falta de toxicidad. En este
aspecto, nos enfreatamos al problema va
pianteado por ofros auforess, 7 en cuanto a
ia dificultad de aisiar C. bolulinum en cul-
tive puro, de materisles altamente conta-
minados, En este sentido debe advertirse
también la posibilidad de interferencia gque
sobre ia produccicn de toxina botulinica y
sobre el crecimiento de C. bofulinum pu-
diera ejercer la presencia de otra flora aso-
clada (C. perfringens, C. sporogenes y B. ce-
reus), como lo ha demostrado recientemen-
te Bmiths,

La ausencia de informes scbre casos de
botulismo en el pais es atribuibe a carencia
de su investigacion sistemdtica como pro-
codimiento de diagnostice en cuadros con
sintomas y signos compatibles, por lo que
se sugiere su investigacion en casos gue lo
ameriten.
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SUMMARY: One hundred soil samples from regions along Chama
River were studisd. The samples were ifaken from places presenting
different wheather conditions and several types of scil.

Type A Clostridium boiulinum was found in three samples from El
Vigia and type B was found in two samples from the neighborhood of

Ejido and Estdnguesz.

The fact that both human and animal botulism were never repcried
in the country can be laid to diagnostic failures and its investigation in
deseases with compatible symptomatology is suggested.

DESCRIPTORS: Clostridium botulinum (Mérida, Venezuela).
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