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RESÚMEN: Se estudiaron 100 especímenes de suelo, preferente-
mente de zonas próximas a Ias márgenes del Río Chama, incluyendo
regiones de diversas características climáticas y suelos de diferente na-
turaleza,

Clostridium botulinum tipo A fué demostrado en tres especímenes
de El Vigia y tipo D en dos especímenes de Ias zonas vecínas a Ejido
y Estánquez respectivamente.

El hecho de que el botulismo humano ó animal no ha sido descrito
en el país puede atríbuírse a fallas de diagnóstico y se sugiere su inves-
tigacíón en enfermedades con síntomas compatibles con él.

DESCRIPTORES: Clostridium boiulinum (Mérida, VenezueIa).

---------------- --- -- -------------------

I N T R O D U C I O N eu 1.964, deben agregarse 10s conceptos más
recientes acerca de Ia posibilidad de con-

El botulismo puede definirse como "enfer-
medad neuro-paralítica, siempre grave, que
afecta al hombre y animales en varias
regíones del mundo y generalmente resul-
tante de Ia ingestión de alimentos que
contienen metabolitos tóxicos de uno o
varios tipos conocídos de Clostridium bo-
tulinum, cuyo habitat natural es el suelo
de ciertas regiones geográficas"2.

A esta definición, consignada por Dolman

traer Ia enfermedad, por contaminación de
heridas con esta especie bacteriana. Se han
descrito diez casos de este tipo en Ia lite-
ratura mundial hasta 1.973 y cinco casos
adicíonales entre marzo y septiembre de
1. 974, todos e110s ocurrídos en EE. UU_
por heridas traumátícastv.

La revisión bibliográfica nacional no re-
vela níngún informe sobre casos de botu-
lismo ocurridos en el país, ní sobre inves-

* DeI Departamento de Microbiologia de Ia Facultad de Farmacia de l'Universidad de Los Andes,
Mérida, VenezueIà.
DeI Departamento de Microbiologia de Ia FacuItad de Medicina de l'Universidad de Los Andes.
Mérida, Venezuela.
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tigación de esporas de Clostridium botuli-
num en sus suelos. La única referencia
encontrada sobre presencia de esporas de
esta especie, en zonas vecinas a nuestro
país, se relaciona con Ia demostración de
C. botulinura en sedimentos marinos y ani-
males acuátícos en el Golfo de Venezuela
y en e1 Golfo de Darién, investigada por
Carrol y col.i, posiblemente con Ia fina-
Iidad de determinar Ia calídad sanitaria de
productos derivados de Ia pesca en sus
aguas, ya que Ia investigación fué auspí-
dada por 081 Bureau of Commercial Fishe-
ries (Pascagoula, Miss.)

MATERIAL Y :MÉTODOS

Cién especímenes de suelos fueron colec-
cionados entre Octubre de 1.973 Y Mayo de
1.975, tomadas en distintas zonas deI Es-
tado Mérida, en regiones áridas, fértiles,
arenosas, boscosas y pastizales, preferente-
mente en Ias márgenes del Río Chama y a
diferentes altitudes de su curso.

Aproximadamente 10 g de especímen de
suelo, fueron suspendidos en 25 m1 de gela-
tína-tosrato. 1 m1 de esta suspsnsíón fué
inoculado em cada uno de tres tubos con-
teníendo caldo-carne picada adicionado de
0,3% de dextrosa y 0,2% de aImidón, previa-
mente reducido y eníríado. Un tubo fué
caIentado a 75DC, por 15 minutos, un segun-
do tubo a 80DC, por 10 minutos y el tercer
tubo no recibió tratamiento alguno. Los tu-
bos de caldo-carne-dextrosa-almídón, así
inoculados y tratados, fueron incubados en
anaerobiosis por cinco dias a 300C.

1_ Clarijicacurn

a) La porción líquida de los cultivos,
así obtenidos, fué trasferida a tubos plás-
ticos de centrífuga.

b) Se centrifugó a 12.350 x g durante
10 minutos a 4°C.

c) El sobrenadante fue vertido en tu-
bos de 15 x 125 mm.

132

2. Tripsinización

Se mezclaron 4,5 ml del sobrenadante
con 0,5 ml de una soIución de tripsina al
1%, se incubó a 37°C, por 45 minutos.

3. lnoculación al ratón

a) Se prepararon Ias distintas mezclas
de sobrenadante-antitoxina como se mues-
tra en Ia tabIa 1, incubando a temperatura
ambiente por 30 minutos.

b) Se inyectaron dos ratones de 15 a
20 g de peso, por vía intraperitoneaI, con
cada mezcla (0,5 ml por ratón). Se obser-
varon los ratones por un período de cuatro
dias. La muerte de 10s ratones por botu-
Esmo ocurre generalmente entre 6-24 horas,
ocasionalmente puede ser tardía. Los sínto-
mas de botulísmo en Ias ratones a menudo
aparecen cuatro horas después de Ia íno-
culación e incluye ertzamíento de Ia píel,
respiración abdominal laboriosa y parálisis
de 10s miembros.

c) Si Ia toxina botulíníca está presente
en los cultivos en suficiente cantidad para
ser detectada en estas condiciones, Ias mez-
elas no calentadas matarán aIos ratones,
excepto aquellos que reciben Ia antitoxina
específica. Los ratones inoculados con el
sobrenadante ca1entado a 100°C, sobrevi-
verán.

Aislamiento

Para obtener cultivos puros de C. botu-
linurn, se sub-cultívó de caldo-carne-dextro-
sa almidón, en placas de agar yema de
huevo modificado por Mcolung-Toabee, in-
cubando anaeróbicamente a 370C, por 48
horas.

La incubación en anaerobiosis se realizá
eu jarras de Brewer, con catalizador en
caliente y reemplazo del aire por una mez-
ela de 10% de H2' 80% de N2 y 10% de
CO2, utilizando un indicador de anaerobío-
sís constituído por trazas de azul de meti-
leno en solución de glucosa,

Se se1eccionaron Ias colonias sospecho-
sas, lipasa positiva, cultivando cinco de
ellas en caldo-carne-dextrosa-almidón e ín-



NIEVES, B. & GABALDóN P., R. - Clostridium botulinum en sueIos deI Estado Mérida, venezue-
Ia. Rev. Inst. Adolfo Lutz, 35/36: 131-137, 1975/76.

cubando a 300C, para maXlma producción
de toxina. La identificación de los cultivos
puros fué establecida por pruebas bíoquí-

micase, y el tipo de toxina botulínica fué
determínado por neutralización de Ia toxina
descrita anteriormente * .

TABLA 1

Neutralieacíon de tas toxinas de C. Botulinum

Tubo N.rJ Sobrenadante
i1..

1 1 ml

2 1 ml

3 0,8 ml

4 0,8 ml

5 0,8 ml

6 0,8 ml

7 0,8 ml

Antitoxina Tratamiento

RESULTADOS

Con el propósito de determinar Ia dís-
tribución de C. botulinum en suelos del
Estado Mérída, se investigó un total de
cién especímenes de tierra, coleccionados
en diversos puntos del Estado, principal-
mente en Ia cuenca deI Río Chama que
atravíesa el Estado Mérida de' Norte a Sur,
por los Distritos Rangel, Libertador, Campo
Elías, Sucre, Tovar y Rivas Dávila.

La presencia de C. botulinum en 10s 100
espscímenes de diferentes tipos, de suelos
del Estado Mérída, se resumen en Ia tabla 2
y Ia ubicación de los sitios de coleccíón,
en Ia figura (pág. 127).

100°C, 10 mino

Temp. amb. 30 mino

0,2 ml anti A Temp. amb. 30 mino

0,2 mI anti B Temp. amb. 30 mino

0,2 ml anti C Temp. amb. 30 mino

0,2 ml antí D Temp. amb. 30 mino

0,2 ml anti E Temp. amb. 30 mino

En Ia muestra estudiada, el 5% de los
especímenes fueron tóxicos en los cultivos
iniciales en caldo-carne-dextrosa-almidón. La
prueba de neutralización de Ia toxina con
antisueros monovalentes tipo A, B, C, D YE,
reveló C. botulinum tipo D en dos casos y
C. botulinum tipo A en tres casos (tabla 3).

Sin tomar en cuenta Ia toxicídad de los
cultivos íníciales, se intentó el aislamiento
de C. botulinum a partir de los mísmos,
en medio de agar yema de huevo modifi-
cado por Mc Clung y Toabeé, obteníén-
dose colonias lipasa positiva y lecitinasa
negativa, pero sin clara evidencia de toxi-
cídad.

* Las antitoxinas tipo específicas A y B utilizadas fueron obtenidas de Wellcome Burroughs
(Londres) y Ios tipos e, D, y E, gentilmente cedidas por e1Anaerobic Laboratory, C.D.e., Atlan-
ta, U.S.A.

133



NIEVES, B. & GABALDóN P., R. - Clostridium botulinum en suelos del Estado Mérida, venczue
Ia. Rev. Inst. Adoljo Lutz, 35/36: 131-137, 1975/76.

TRUJILLO

ZULIA

BARINAS

Ó Punto de recolección

@ Muestra positiva
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DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE LA MUESTRA DE SUELO
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Zona
Alturas
CMt. S. N. M.)

TABLA 2

Ocurrencia de C. botulinum en suelos âel Estado Mérida

(Octubre de 1973 - Mayo de 1975)

N.o de
Especimenes

N.o de Especimenes
conteníendo
C. botulinum

Tipo de
C. botulinum

Alto Chama
(1.800-4.000)

Chama Medio
(1. 800-800)

Bajo Chama
(800-0)

Tota1es

31

24

45

o

1

4

A

A Y D

I
I

5100

Letalidad de los neutralizados de toxinas botulinicas

TABLA 3

Muestra
N.o

Ratón
N.o

I Efecto en e1 ratón recibiendo
0,4 m1 de! centrifugado más

0,1 m1 de antisuero tipo:

---:-j' B _I~-l-;-I--;-1
J~_l_l_

ControI N.O Protegidos

67

78

87

89

96

1
2

1
2

M
M

2
S
S

1 S
S2

1
2

S
S

M = Muertes
S = sobrevívíentes

M
M

M
M

M
M

M
M

M
M

S
S

M
M

M
M

M
M

M
M

M
M

M
M

M
M

M
M

M
M

M
M

s
S

M
M

M
M

S
S

s
s

s
s

s
s

M
M

M
M

M
M
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DISCUSIóN

La ocurrencia de C. botulinum en Ia
muestra estudiada, en un 5%, nos revela Ia
relativa poca frecuencia de este gérmen en
108 sueIos investigados. Los cinco especí-
rnenes positivos para C. botulinum fueron
coleccionados en Ia zona sur deI Estado:
Ejido, Estánquez y eI Vigía. C. botulinum
tipo A fué detectado en tres muestras y
C. boiulinum tipo D en dos muestras.

En Ios países donde se ha observado,
eI botulismo se presenta en brotes de pe-
quena escala y muy raramente en Ia pobla-
cíón humana, a diferencia de Ios anímales
eu Ios que produce brotes en gran escala
por Ia ingestión de alimentos contamina-
dos, por animals particularmente susceptí-
bles a ciertos tipos antigénicos de Ia toxina
(tipos C y D en aves y bovinos respecti-
vamente). Tal situación es explicable por
108 procedimíentos utilizados en Ia alimen-
tación regulada del ganado y por Ias cos-
tumbres migratorias de aves salvajes, que
10s llevan a consumir masivamente un tipo
de alimento que puede estar contaminado.

Globalmente se ha establecido que entre
el 1% y el 25% de los suelos contienen es-
poras de C. botulinuni (EE. UU., Australía,
Hawaí, China, Suecia, Inglaterra, Alema-
nia)10. En Norte América eI tipo A pre-
domina al oeste de Ias Montarias Rocosas
y el tipo B en el valle del Rio Mississippi y
región de 10s grandes Lagoss. En 1967, Krav,
chenko encontró C. boiulinum», en el 10,5%
de los suelos de Ia Uníón Soviética, con
predominio del tipo E en eI 62% de Ias
muestras positivas, observando a Ia vez
mayor porcentaje de muestras positivas en
el sur del país. El mismo autor afirma
que no halló relación entre Ia positividad
de los suelos y Ia mayor densidad de po-
blacíón, de suelos cultivados o dedicados
al pastoreo, en cambio, se observo alguna
influencia por parte de Ia presencia de
aluvión o arena. El predominio deI tipo E
en ambientes acuáticos parece circunscribir-
se a latitudes septentrionales, ya que según
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los trabajos de Carro11 y Ward en eI Golfo
de Méjic012, Golfo de Darién y Golfo de
Venezuelat , aunque revelan Ia presencia de
Ios tipos A, C y E, observan predominio de
los dos primeros.

En Europa, por muchos anos, ha apa-
recido eI tipo B como predominantes, pero
recientes investigaciones indicam que el
tipo E es más común en el norte deI con-
tínente, particularmente Suecia y Dinamar-
ca9; Ios tipos C y D, aunque están pre-
sentes, son relativamente raros. El tipo B
ha sido aislado en suelos de Hawai, China
y Japón, siendo el tipo E el más común en
este último país+,

Muestras de sedimentos del Estado de
Ceará, Brasil, y muestras de peces captu-
rados en Ias costas de Nicaragua y Hon-
duras, revelaron resultados similares aIos
de los Golfos de Venezuela y Daríénri.

De Ia muestra de suelo investigada en
eI presente trabajo se logro aíslar colonias
lípasa positiva en un 55%, de Ios especíme-
nes que aparentemente corresponden, por
Ias pruebas bioquímicas, a C. sporogenes,
mícroorganísmo estrechamente relacionado
con C. botulinum y del cual solo se dife-
rencía por su falta de toxicidad. En este
aspecto, nos enfrentamos al problema ya
planteado por otros autores 6, 7 en cuanto a
Ia dificultad de aíslar C. botulinum en cul-
tivo puro, de materiales altamente conta-
minados. En este sentido debe advertirse
también Ia posibilidad de interferencia que
sobre Ia producción de toxina botulínica y
sobre 81 crecímiento de C. botulinum pu-
diera ejercer Ia presencia de otra flora aso-
ciada (C. peririnçens, C. sporogenes y B. ce-
reus) , como 10 ha demostrado recientemen-
te Smithê.

La ausencia de informes sobre casos de
botulismo en el país es atribuibe a carencía
de su investigacion sistemática como pro-
codírníento de diagnostico en cuadros con
síntomas y signos compatibles, por 10 que
se sugiere su investigación en casos que 10
ameriten.
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SUMMARY: One hundred soil samples from regions along Chama
River were studied. The samples were taken from places presenting
different wheather conditions and several types of soil.

Type A Closiridium botulinum was found ín three samples from El
Vigía and type B was found in two samples from the neighborhood of
Ejido and Estánquez.

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

DESCRIPTORS: Clostridium botulinum (Mérída, Venezuela).
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