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Toxemia
intestinal

Incidencia: 0,07/100.000

BOTULISMO
DEL
LACTANTE

Toxiinfeccion

Incidencia: 2,2/100.000 NV

BOTULISMO
POR
HERIDA

Toxiinfeccion

1995 19 caso: niha 12 a
2003 2° y 39 caso
Confirmados Mendoza



DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

Deteccion de toxina

Identificacion

Tipificacion serologica por pruebas de

neutralizacion
TIPOS A-G. MAS FRECUENTES A, B ,E , MENOS F

BIOENSAYO EN RATON

Método “gold estandar”
Unico método para confirmar casos

Clostridium botulinum
Cultivos para toxinogenesis y aislamiento




F% Investigacion de laboratorio
“ BOTULISMO POR ALIMENTOS

Casos clinicos y otros comensales

SANGRE
Si es posible 10 ml (5 ml de suero)

CONTENIDO INTESTINAL
Defecacion espontanea o enema

CONTENIDO GASTRICO
Vomito o lavado gastrico




m Investigacion de laboratorio
“ BOTULISMO POR ALIMENTOS

Muestras de

ALIMENTOS
RESTOS
ENVASES VACIOS SIN LAVAR
TODA LA PARTIDA
VAJILLA SIN LAVAR
RECIPIENTE DE RESIDUOS




Investigacion de laboratorio
BOTULISMO DEL LACTANTE

SANGRE
Para recuperar al menos 2 ml de suero

CONTENIDO INTESTINAL
HASTA CONFIRMAR EL DIAGNOSTICO

Defecacion espontanea
RECOLECCION DIARIA

Enema salina de recuperacion
LO MAS FRECUENTE POSIBLE

CONTROL DE PORTACION
(AL MENOS UNOS 3 MESES)

CADA 10-15 DIAS
HASTA NEGATIVIZACION
DE 3 CULTIVOS CONSECUTIVOS




m Investigacion de laboratorio
“* BOTULISMO POR HERIDA

MATERIAL DE LA HERIDA

De eleccion ]
TEJIDO DE DEBRIDACION

Alternativg
SUPURACION

SANGRE

De ser posible
10 mL (5 mL DE SUERO)

Dra. Caballero Patricia



WV Investigacion de laboratorio
/]

Toxina Botulinica

Muestra: Inoculacion IP raton
‘Suero e DUPLICADO (2 ratones)
-Sobrenadante

de material

centrifugado
e SIN TRATAR

e CALENTADA Neutralizacion
o TRIPSINIZADA e PRELIMINAR SEMICUANTITATIVA

Dra. Caballero Patricia 8
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Investigacion de laboratorio

Toxina Botulinica
INOCULACION IP EN RATON

SIGNOLOGIA

DISNEA
PARALISIS GENERALIZADA PROGRESIVA
MUERTE POR ASFIXIA

Dra. Caballero Patricia
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Investigacion de laboratorio
I ! Clostridium botulinum

Cultivo para enriquecimiento y toxinogénesis

Sedimento del

centrifugado Inoculacion IP raton

e SIN TRATAR e DUPLICADO (2 ratones)
« CHOQUE TERMICO

(80°C, 10 min)

v

Cultivo en caldo

de Tarozzi (Mmcp) . —
 INCUBACION Neutralizacion
(32°C, hasta 10 dias) e PRELIMINAR
(SEMICUANTITATIVA)




Investigacion de laboratorio

Clostridium botulinum
Aislamiento a partir de Tarozzi toxico

Tarozzi Erlenmeyer
Con y sin choque térmico

Toxicos
!

Aislamiento en agar
Agar 1,5% - Agar 4% - AYH

V

Subcultivos
Tarozzi en tubos (10 a 15)

4/\>

Inoculacion IP raton Neutralizacion
DUPLICADO (2 ratones) PRELIMINAR SEMICUANTITATIVA




@& Metodologia de laboratorio
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Serotipificacion por neutralizacion
O DRE LIMINAR (Tiempo de muerte) /2 ratones dils.

o DEFINITIVA (reed y Muench)

o Tanteo (2ratones dils.)
o 10 DL.,/raton
o 100 DLs,/raton
o 1000 DLsy/raton

o Titulacion 4 niveles (6 ratones dils.)
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Tipificacion serologica de la toxina

_ Preparacion del extracto
Polivalente Inoculacion IP (duplicado):

Sin neutralizar ( /p No neutralizado
SN Neutralizado: antitoxina
\\ Polivalente (ABF)
Especificas (A - B - F)
. Monitoreo: 96 horas
Anti-F Q{
Anti-B )vgg
Anti-A [ :
f“’ M La toxina se detecta usualmente en 24 h
() =g i el nivel es suficiente

%A%

Resultado: Toxina botulinica tipo A o



Investigacion de laboratorio

Cultivo para enriquecimiento y toxinogénesis

Gas en caldo de carne picada (Caldo Tarozzi)

Previo choque Sin choque
térmico térmico
! i

=

\

|
\ r - -
A Proteolisis
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CONFIRMACION POR EL LABORATORIO

Aislamiento e identificacion

:

Aislamiento en medios solidos

Incubacion en anaerobiosis

Observacion y
repique de
colonias

Siembra en MCP L



Aislamiento

Morfologia colonial Agar 4% Bacilo esporulado subterminal
Gram positivo

Dra. Caballero Patricia 18



Confirmacion de diagnoéstico de botulismo

Toxina

Muestras Alimento Lactante Herida
Sangre + [~100% 4 [ -oox +
Contenido intestinal ~100% @ ~100% No
Contenido gastrico No No
Alimentos sospechosos ¢? NoO
Material de herida +

Investigacion
Toxina Bioensayo en raton
C. botulinum Cultivol

1. En todos los materiales menos en sangre 19




Botulismo
Criterios de confirmacion

> Muestras clinicas
Test directo para toxina positivo
Cultivo positivo

> Otras muestras (alimentos, etc.)
Test directo para toxina positivo
Cultivo positivo s6lo NO es confirmatorio



Bioensayo en raton

Ventajas
Detecta toxina activa (signos de botulismo)
Sensibilidad (1012 g)
Detecta todos los tipos y subtipos conocidos
Detecta tipos y subtipos desconocidos

Desventajas

Limitada capacidad nacional de diagnostico

Requiere bioterio y personal especializado en manejo de animales
Profesionales experimentados

Detectar bajos niveles de toxina puede tardar 2 a 4 dias



Uso de Animales

BL BA

Total aproximado 92 Q:;

Total aproximado 368 Q:;

Stock minimo de animales para BL y brote por BA L Q%



Metodologia de laboratorio

-
pal
TOXINA BOTULINICA
METODOS DE IDENTIFICACION

Modernos

Tradicional

e SONDAS
e PCR

e ELISA

Ultima generacién
Toxina activa

Inoculacion IP en raton

“Gold Standard”

Dra. Cabdllefp Patricia
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Algoritmo diagnostico de laboratorio para BL y BA

CONTENIDO INTESTINAL

MUESTRAS CLINICAS

Homogeneizado

Centrifugado
Sedimento Sobrenadan;e
CULTIVO INOCULACION
para Cb para NTBo
Sobrenadan;e Directo
INOCULACION Identificacién
para NTBo de toxina

/

L

Signos tipicos
POSITIVO

/

SUERO SANGUINEO

INOCULACION

para NTBo

Directo
Identificacion
de toxina

/

NEGATIVO

TIPIFICACION

PRELIMINAR

Neutralizacion

Signos tipicos
NEGI-R/TIVO POSITIVO NEGATIVO
Nueva muestra 100%
Ssi amerita
>
AISLAMIENTO
V
TIPIFICACION
DEFINITIVA

Neutralizacion

DIAGNOSTICO

Signos tipicos
POSITIVO

250% BL
X100% BA

Dra. Vanella E
79 Cong. Arg. Emergentologia y
cuidados criticos en pediatria
Tucuman Setiembre 2014




* Guardia pasiva permanente (24 h/dia, 365 d/afio)
* Materiales clinicos procesados a la brevedad (incluido dias no laborables)

* INVESTIGACION DIRECTA de NTBo
v’ Suero sanguineo: resultado NEG no definitorio en BL (POS =50-60%), en el
BA =100%
v Contenido intestinal: POS en =100% BL y BA. Generalmente toxina
suficiente para resultado entre 4 a 12-48 h, incluyendo TIPIFICACION
PRELIMINAR

* CULTIVOS para C. botulinum POS en 100% de casos. Generalmente resultado
entre 72 h y 4-5 dias, incluyendo TIPIFICACION PRELIMINAR

* TIPIFICACION DEFINITIVA: cepa aislada y alto nivel de toxina. Generalmente
resultado entre 10 a 12 dias

* Comunicar resultado POSITIVO en cualquiera de las etapas de inmediato por
TE y luego adjunto a un e-mail

* NUEVA MUESTRA. Solo cuando el caso lo amerita:
* 1ra muestra escasa (no representativa)
* 1ra muestra NEG con alta sospecha clinica




DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

Donde se realiza:

« ANLIS/ Instituto de Salud “Dr. Carlos G. Malbran”.
Av Vélez Sarfield 563, Buenos Aires.

 Area Microbiologia. Dto. Patologia.
Fac. Ciencias Médicas, UNCuyo. Mendoza




Estimados aun somos
indispensables en el

klaboratorio de botulismo

~

%
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Pero esperamos se

proximas décadas y nos
regalen un pasaje a

ARUBA !l

™~

reemplace el método en las

Dra. Caballero Patricia
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RACIAS!

Dra. Caballero Patricia
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