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Resumen

El botulismo alimentario es una enfermedad grave que, en ocasiones puede ser mortal,
y aunque los brotes no suelen ser comunes, se consideran situaciones de emergencia.
En Espafia, entre los afios 2010 y 2016 se notificaron 59 casos de botulismo, 50 de los
cuales se asociaron a botulismo de origen alimentario [1-7]. ES necesaria una rapida
identificacion de la fuente alimentaria con el fin de evitar nuevos casos. En este sentido,
la metodologia para la deteccibn de la presencia de la toxina en alimentos,
especialmente, en productos carnicos, es esencial para establecer las directrices, tanto

de la seguridad publica, como de la seguridad alimentaria.

Entonces, el objetivo del presente trabajo ha sido realizar un estudio bibliografico sobre

la metodologia para la deteccion de Clostridium botulinum en productos carnicos.

A continuacion, para llevar a cabo este objetivo se realizd una revision sistematica en
las siguientes bases de datos: PubMed, ScienceDirect, Google Scholar, y la biblioteca

virtual de la UVa. Esta basqueda arrojé 51 articulos y 3 libros.

Después de la revisiébn de la informacion podriamos concluir que, el método de
bioensayo en ratones es utilizado actualmente como método estandar de referencia
para la deteccién de la toxina debido a su alta sensibilidad y especificidad. A pesar de
lo anteriormente escrito, se destaca como desventaja la posibilidad de presentar falsos
positivos por la presencia de compuestos en los alimentos que pueden interferir en el
bioensayo. En la actualidad, existen métodos con la misma sensibilidad o incluso mayor,
que se pueden utilizar para la deteccién de toxina en alimentos y en productos carnicos,
como son los métodos que combinan la espectrometria de masas y el ensayo de

endopeptidasas.

PALABRAS CLAVE: botulismo, toxina botulinica, BoNT, metodologia, Clostridium

botulinum.



Tabla de abreviaturas

BoNT Botulinum neurotoxin

PIB Producto Interior Bruto

APPCC Analisis de Peligros y Puntos de Control Criticos

uv Ultravioleta

BTx Botulinum toxin

kDa Kilodalton

LC Cadena ligera

HC Cadena pesada

NTNHA Non-toxic non-hemagglutinin

CNE Centro Nacional de Epidemiologia

NaCl Cloruro sadico

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa

ECL Electroquimioluminiscencia

BSL-3 Nivel de bioseguridad 3

UVa Universidad de Valladolid

ELISA mAb Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas basado en anticuerpos
monoclonales

ELISA pAb Ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas basado en anticuerpos
policlonales

iPCR Inmuno-PCR

Q Cuartil

ENDOPEP-MS Ensayo de endopeptidasa combinado con espectrometria de masas

MALDI Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization; Desorcidn/ionizacion laser
asistida por matriz

ESI lonizacién por Electrospray

AFLP Amplified fragment length polymorphism; polimorfismos en la longitud de
fragmentos amplificados

SNARE Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor;
Proteinas de fusion de membranas

SNAP-25 Proteinas asociadas a sinaptosoma con una masa molecular de 25 kDa

VAMP Proteinas de membrana asociadas a vesiculas

FRET Transferencia de Energia de Resonancia Forster

TOF Tiempo de vuelo

GE Equivalentes de Genoma
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1. Introduccion

1.1. El sector carnico espafiol

En Espafia, la industria carnica se encuentra en la cuarta posicién del sector industrial,
por detrds de la industria del automovil, la industria del petrdleo y la produccion y
distribucién de energia eléctrica. Todas las empresas de este sector hacen que la
industria carnica ocupe el primer lugar de la industria espafiola de alimentos y bebidas,
representando una cifra de negocio de 26.207 millones de euros, el 22,1% de todo el
sector alimentario espafiol. Esta cifra de negocio supone aproximadamente el 2,2% del
producto interior bruto espafiol (PIB), el 13,8% del PIB de la rama industrial y el 4,2% de

la facturacion total de toda la industria espariola [8].

Tanto la carne como los productos carnicos son ricos en proteinas de alto valor
bioldgico, vitaminas y minerales. Estas proteinas son facilmente asimilables por nuestro
organismo y nos aportan todos los aminoacidos esenciales, aquellos que deben ser
suministrados por la dieta, ya que el cuerpo humano no es capaz de sintetizarlos. Es
destacable su alto contenido en vitaminas del grupo B, especialmente la vitamina B1> y
Bs. También suponen un excelente aporte de hierro, mucho mas facilmente asimilable
que el proporcionado por otros alimentos, ademas de fésforo y otros minerales como el

zinc, magnesio, manganeso, entre otros [8].

La carne y sus derivados estdn sometidos a un estricto control por parte de las
autoridades europeas y espafiolas, en cuanto al cumplimiento de requisitos de
seguridad alimentaria, con el objetivo de producir carne de calidad y segura como se ve
reflejado en el Real Decreto 474/2014 del Boletin Oficial del Estado [9]. En general, el
fin de la seguridad alimentaria es que el alimento sea seguro desde el punto de vista
fisico, quimico y microbioldgico, libre de sustancias perjudiciales para la salud. Para ello,
es indispensable que se asegure la correcta trazabilidad del producto. En la actualidad
las empresas alimentarias estan obligadas a establecer y cumplir estrictamente un plan
de Analisis de Peligros y Puntos de Control Criticos (APPCC), como dicta el Reglamento
(CE) N.° 852/2004 del Parlamento Europeo y del Consejo [10].

En definitiva, la seguridad alimentaria constituye la pieza clave que garantiza la calidad
e inocuidad de la carne y los derivados a lo largo de toda la cadena alimentaria, desde
la produccion primaria en las granjas, hasta la mesa de los consumidores [11]. Se
entiende por inocuidad alimentaria la ausencia, 0 niveles seguros y aceptables, de

peligro en los alimentos que pueden dafar la salud de los consumidores [12].



1.2. Descripcion de Clostridium.

Las especies que se encuentran dentro del género Clostridium spp. son
microorganismos procariotas, grampositivos, anaerobios estrictos, con forma de baston,
moviles gracias a cilios peritricos y formadores de esporas. Basado en la secuenciacion
del gen 16s rRNA, este género pertenece al Dominio Bacteria, Filo Firmicutes, Clase
Clostridia, Orden Clostridiales y Familia Clostridiaceae como se muestra en la Figura 1
[13].

Dominio: Bacteria

L» Filo: Firmicutes
L» Clase: Clostridia
L» Orden: Clostridiales

‘—» Familia: Clostridiaceae

‘—» Género: Clostridium

L» Especie: Botulinum

Figura 1. Esquema de la taxonomia del género Clostridium [14].

Algunas especies de este género, como Clostridium beijerinckii y Clostridium
acetobutylicum son capaces de producir diversos compuestos a partir de distintos tipos
de polisacaridos, por ejemplo, hemicelulosa y celulosa. Entre los compuestos
producidos por estas bacterias podemos encontrar algunos solventes como: la acetona,
el butanol y el etanol. Ademas, otras especies también son capaces de degradar la

celulosa como Clostridium difficile y Clostridium phytofermentans.

Desde el punto de vista de la salud publica, dentro de este género se encuentran
especies patégenas como Clostridium perfringens, Clostridium botulinum, Clostridium

tetani y Clostridium difficile.

Una de las especies con mayor importancia desde este punto de vista es: Clostridium

botulinum. De acuerdo con Peck et al [15], esta especie muestra lineas evolutivas



diversas como se puede observar en la Figura 2. Este hecho permite apreciar que la

mencionada especie es muy heterogénea.
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Figura 2. Filogenia de los subtipos de neurotoxinas botulinicas. El arbol se dibuja a escala, con
longitudes de rama en las mismas unidades que las distancias evolutivas utilizadas para inferir
el arbol filogenético [15].

Otro aspecto importante es que las cepas integrantes del género Clostridium se
encuentran ampliamente distribuidas, ya sea como células vegetativas o en forma de
esporas, en diversos ambientes como suelos, vegetales, el tracto intestinal de animales
y humanos, diseminadas en polvo, vapores, agua, aguas residuales y en diversos
organismos como insectos, asi como en productos alimenticios, como por ejemplo la
miel [13], pudiendo contaminar los alimentos, por diversas vias como aire, agua o0 por

contacto directo con material contaminado, entre otros.

1.3. Clostridium botulinum.

Como era de esperar, Clostridium botulinum es un microorganismo ubicuo en el medio

ambiente, pudiéndose encontrar en suelo, polvo, sedimentos marinos y de agua dulce,



tractos intestinales de animales, aves y peces, vegetales, frutas y estiércol animal, entre

otros.

Clostridium botulinum, sintetiza una toxina denominada toxina botulinica (BoNT, por sus
siglas en inglés). Actualmente se conocen 7 serotipos de toxina botulinica y son
designados con las letras A, B, C, D, E, F, G y mas de 40 subtipos. Este compuesto
causa un serio problema de salud, incluso puede llegar a provocar la muerte. Los
serotipos de toxinas se pueden agrupar o clasificar segun el tipo de hospedadores en
los que causan enfermedades, o segun el tipo de hospedador que actia como reservorio
(ver Tabla 1 ANEXO 1). Los serotipos se distinguen por inhibicién de su toxicidad, a

través del uso de antitoxinas especificas para cada toxina purificada [13].

De acuerdo con diversos estudios, C. botulinum puede ser separada en cuatro grupos
fisiol6gicos distintos, identificados de | al IV. Asi mismo, diversos estudios genéticos de
estas bacterias, como la hibridacién del DNA, la electroforesis en gel de campo pulsado,
la secuenciacibn de genes que codifican rRNA 16s, han determinado que son
genéticamente diferentes. Las principales caracteristicas fisioldgicas que diferencian a
estos grupos son: temperatura de crecimiento, protedlisis y tipo toxina producido, entre
otros [13].

El grupo | es proteolitico y puede producir toxinas A, B y F. El grupo Il no es proteolitico
y puede producir toxinas B, E y F. El grupo Il no es proteolitico y produce toxinas C y
D, finalmente el grupo IV puede ser débilmente proteolitico y produce solo toxina tipo G.
Los dos primeros grupos representan el mayor riesgo para el hombre, porque estan
asociados al botulismo alimentario y otras formas de botulismo humano. Sin embargo,
el tercer grupo, esta asociado con el botulismo en animales y el cuarto grupo no se

asocia con el botulismo propiamente dicho [13,15].

1.3.1.Morfologia e identificacion.

Dentro de la especie Clostridium botulinum, la principal caracteristica que define a los
clostridios toxigénicos es la producciéon de la toxina botulinica. Los clostridios son
anaerobios estrictos y obtienen su energia por fermentacion, un proceso por el que
convierten el piruvato en acido lactico o etanol. Por lo tanto, el crecimiento de esta
bacteria y la produccién de su toxina se llevan a cabo en productos que se encuentran
en una atmosfera con bajo contenido de oxigeno y bajas temperaturas, principalmente,
aunque también crece bien a temperaturas altas. Los clostridios toxigénicos crecen en

forma de grandes bastones y frecuentemente forman cadenas, también denominadas



filamentos. Las células vegetativas son a menudo curvadas y sus extremos son
redondeados [13].

Como ya se mencion6 anteriormente, esta bacteria es esporulada. Las esporas dentro
de la célula vegetativa pueden tener una ubicacion central, subterminal o terminal, como

se observa en la Figura 3.

Figura 3. Clostridium botulinum. Célula esporulada. Fotografia electrénica (33.000 x) [16].

En cuanto a su fisiologia, los clostridios botulinicos son muy heterogéneos, presentan
diferencias significativas en varias caracteristicas dependiendo de la clase a la que
pertenezcan, incluyendo la estabilidad térmica de sus esporas, el rango en la
temperatura de crecimiento, su tolerancia a sales y acidos (como se puede ver en la

Tabla 2 ANEXO 2), la actividad proteolitica y la utilizacion de sustratos [13].

1.4. Esporas.

Las esporas de Clostridium botulinum son resistentes a multiples factores como el calor,
la desecacion, la luz UV, los alcoholes, y crecen en ambiente anaeroébico, por lo que los
casos de botulismo alimentario guardan relacién con alimentos listos para el consumo
enlatados con poco oxigeno [17]. Las esporas son resistentes a las altas presiones, pero
pueden destruirse por combinaciones de tratamientos de alta temperatura con alta
presion. Estas esporas se eliminan facilmente con desinfectantes a base de cloro y la
exposicion al formaldehido. Ademas, son sensibles a la mayoria de los desinfectantes
autorizados en el sector de la industria alimentaria, siempre que se utilice combinaciones

correctas en tiempo y concentracion [18].



1.4.1.Inactivacion de esporas botulinicas.

En la industria alimentaria, el procesamiento térmico y la esterilizacion son los procesos
mas eficientes para la inactivacién de Clostridium botulinum. Las esporas de C.
botulinum del grupo | (serotipo A y cepas proteoliticas de los serotipos B y F) presentan
mayor resistencia al calor que las esporas del grupo Il (tipo E y cepas no proteoliticas

de los serotipos By F) [13].

Ademas, se ha estudiado la inactivacion de esporas con gases y otros compuestos
quimicos, especialmente usados en materiales que estardn en contacto con los
alimentos tratados térmicamente. Entre los compuestos quimicos que pueden hacer
mas vulnerables a las esporas se encuentran el cloro y sus derivados. Estos
compuestos, hacen méas sensibles a las esporas frente a otros mecanismos de
inactivacion, como puede ser el calor. La efectividad del cloro depende de la
concentracion y de la forma en que se utiliza, la presencia de algun material organico,
el pH, la temperatura y el tiempo de exposicion, entre otros factores. Por ejemplo, para
la inactivacion de esporas botulinicas en superficies utilizadas en la industria alimentaria
se requiere una concentracién de 200 mg de hipoclorito por litro de agua durante dos
minutos. Otro compuesto, con el que también se ha observado que las esporas pueden
ser inactivadas, es el perdxido de hidrégeno, sin embargo se requieren concentraciones
elevadas de este compuesto, aproximadamente un 35% [13]. En la industria alimentaria
el peroxido de hidrégeno es util para ciertos sistemas de envasado y para la

esterilizacion de materiales usados en el procesamiento aséptico.

1.5. Toxinas y homenclatura.

Las toxinas producidas por Clostridium botulinum son unas de las sustancias mas
toxicas que existen, cuya dosis intravenosa letal es muy baja, aproximadamente de 0.1
a 1 ng por kg de peso corporal y una dosis oral de 0.1 a 1 mg por kg [13,19]. La
nomenclatura actual, utilizada para designar estas toxinas es: las letras BT indican que
es una toxina procedente de C. botulinum, seguidas de la letra “X” y la letra mayuscula
que expresa el serotipo. Otra nomenclatura de uso mas comun identifica a la toxina por
las letras “BoNT”, seguidas de una barra inclinada y la letra en mayudscula representativa

del serotipo al que pertenece, siguiendo el ejemplo anterior, “BoNT/A” [19].

- BTx (Botulinum Toxin): -A— BTxA
-B—BTxB
-C —>BTxC
-D—-BTxD



- BONT (Botulinum Neurotoxin): -A — BoNT/A
-B —> BoNT/B
-C —> BoONT/C
-D — BoNT/D

Las toxinas botulinicas se forman en el interior de las bacterias que han crecido en
condiciones Optimas: menos del 15% de sal, un pH superior a 4,6 y una temperatura
entre 18 y 40°C, donde se liberan por autolisis [13,19]. La toxina esta formada por tres
dominios basicos como se muestra en la Figura 4. Estos dominios dan el nombre a cada

una de las cadenas proteicas presentes en la toxina.

Las BONT activas son polipéptidos de 150 kDa, compuestas por una cadena ligera N-
terminal (LC) de 50 kDa que es responsable de la actividad enzimatica y una cadena
pesada terminal (HC) de 100 kDa que patrticipa en la unién al receptor y la captacion
celular [20].

BoNT/A1 130 A
| |

110A

L 2@ HN HC
N &

Catalytic Tranzlocation Binding
domain domain domain

Figura 4. Representacion de la toxina botulinica [21].
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Los tres tipos de cadenas presentes en la neurotoxina son:

1.- Una cadena LC, dominio catalitico que tiene actividad endopeptidasa en sustratos

neuronales.

2.- Una cadena HN, dominio N-terminal, que media la translocacion de la cadena ligera

a través de la membrana endosomal.

3.- La cadena HC, dominio C-terminal, dominio de unién al receptor de la superficie

celular.

Después de la captacion oral en el cuerpo, las moléculas de BoNT estan protegidas de
las duras condiciones gastrointestinales por una proteina clostridial llamada NTNHA
(non-toxic non-hemagglutinin, por sus siglas en inglés) que protege la toxina de los
cambios del pH, ya que sin ella la toxina podria cambiar su estructura. Este hecho ofrece

resistencia parcial hasta un pH de 2,5y por ello, resistencia a los jugos gastricos [20,21].

La toxina es una sustancia termolabil, ya que 80°C durante 30 minutos, o 100°C durante
10 minutos, produce la separacion de sus cadenas HC y LC, con una pérdida total de
su toxicidad; por lo que podemos deducir, que una coccion prolongada en un alimento
gue contiene la toxina, provoca su destruccion, evitando de esa forma la intoxicacion.
La toxina se conserva muy bien a temperaturas inferiores o iguales a los 0°C, o bien
liofilizada [19].

El mecanismo de accion de las neurotoxinas botulinicas consiste en bloquear la
liberacion de acetilcolina en la sinapsis del sistema nervioso periférico, lo que produce

pardlisis y, en casos extremos, insuficiencia respiratoria de graves consecuencias [22].

1.6. Epidemiologia del botulismo.

El botulismo es una enfermedad neuroparalitica aguda, grave y no contagiosa,
producida por el bloqueo de la liberacion de acetilcolina, desde las vesiculas sinapticas,
por la accién de toxinas botulinicas. Puede deberse a una infeccion intestinal en
lactantes y adultos, produciéndose cuando la bacteria coloniza el intestino del lactante
o de adultos con patologias que afectan a la flora gastrointestinal, favoreciendo la
colonizacion de C. botulinum, y a partir de este hecho las bacterias comienzan a producir
la toxina in vivo. Respecto al botulismo causado por heridas infectadas, se produce
cuando las esporas de C. botulinum entran en la herida y pueden reproducirse en un
medio anaerodbico, mientras que, el botulismo por inhalacién, esta asociado a sucesos
intencionales o accidentales [17]. Mientras, el botulismo alimentario es causado por la

ingesta de alimentos contaminados, en los que las esporas del C. botulinum sobreviven,
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germinan y forman células vegetativas, las cuales producen las toxinas. Se considera
una intoxicacion grave ocasionada por el consumo de alimentos que contienen
neurotoxinas preformadas. Esta intoxicacion, la produce Clostridium botulinum de los
grupos | y Il (serotipo A, B, E y en raras ocasiones F) [15,23,24]. En general, los
alimentos que contienen las esporas de estas bacterias estdn mal conservados,
almacenados o cocinados, o han sido tratados sin el calor adecuado para inactivar las
esporas y/o preparados de una manera que favorecen la proliferacion de esporas y la

produccion de toxinas [25].

1.7. Importancia actual en los alimentos de la toxina botulinica.

Segun el Centro Nacional de Epidemiologia (CNE) el numero de casos notificados de
botulismo en Espafia muestra una tendencia irregular entre los afios 2010 y 2016. De
los 59 casos notificados en este periodo de tiempo, 50 de ellos fueron de origen
alimentario y 8 de estos casos fueron de origen intestinal en nifios menores de un afio.
En uno de los casos no se identificé el origen de la enfermedad. Los afios 2011, 2014 y
2016 fueron lo que presentaron mayor nimero de casos de botulismo alimentario en
Espafa, con mas nueve casos por afio. Finalmente, uno de los 12 casos notificados en

el afio 2011, derivo en una muerte ocasionada por botulismo alimentario.

Son numerosos los alimentos en los que se ha encontrado la toxina botulinica. Entre los
alimentos mas comunes se incluyen pescados, como el atin en lata y pescados
fermentados, salados y ahumados; productos carnicos, como el jamén y las salchichas
y conservas vegetales con bajo grado de acidez o alto pH, tales como judias verdes,
espinacas, setas y remolachas. Asi mismo, se ha observado que las cepas proteoliticas
han causado problemas después de la ingesta de verduras o carne conservadas en el
hogar [23], mientras que las cepas no proteoliticas estdn asociadas con alimentos
envasados con una larga vida util, almacenados a bajas temperaturas [26]. En los
ultimos afios en Espafa, los casos notificados de botulismo alimentario tuvieron su
origen principalmente en pescado desecado comercial y conservas caseras de setas,

alubias y guindillas [6,7].

Harris et al [18], muestran la distribucion geogréfica de las cepas de C. botulinum; por
ejemplo, las cepas de C. botulinum tipo A son prevalentes en Oeste de los EEUU, Brasil,
Argentina y China mientras que las cepas de C. botulinum tipo B son prevalentes en el
Este de los EEUU, Europa continental y Reino Unido. Las cepas de los tipos Cy D se
asocian a climas més célidos como Indonesia, Sudéafrica y Australia. En Espafia segln

los informes del CNE [7], las cepas de C. botulinum mayormente encontradas en los
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alimentos fueron del tipo B y tipo E, aunque no en todos los casos de botulismo

alimentario las cepas fueron identificadas.

1.7.1. Prevencion del crecimiento de la toxina en alimentos.

El botulismo alimentario se puede prevenir con el procesamiento adecuado de los
alimentos, la conservacion y el control de la temperatura, entre otros. La temperatura de
crecimiento de esta bacteria depende del grupo al que pertenezca. En el grupo I, esta
temperatura oscila desde un minimo de 10°C a un maximo de 48°C. En el grupo I,
presenta un minimo de 3°C a un maximo de 45°C. El valor de pH al que puede crecer
C. botulinum depende del grupo del que se trate. En el grupo I, el pH minimo es de 4,6
mientras que en el grupo Il el valor de pH es de 5,0. Otros factores que influyen en el
crecimiento de la bacteria es la concentracién de cloruro sédico. Las cepas del grupo |
pueden crecer en medios 0 matrices que contienen hasta un 10% de NacCl, sin embargo,
las cepas del grupo Il crecen con un valor maximo del 5% de NaCl. Finalmente, la
actividad de agua minima en el grupo | es de 0.94 mientras que en el grupo Il es de 0.97
[18].

En resumen, se puede prevenir la formacién de toxinas botulinicas en alimentos por
diversas vias; evitando la contaminacion de estos por medio de las esporas, inactivando
las esporas si se encuentran presentes en los alimentos, previniendo la germinacion y
crecimiento de células vegetativas que resulta en la formacion de neurotoxinas
botulinicas y, por ultimo, inactivando las neurotoxinas botulinicas en los alimentos.
Como podemos observar, la inactivacion de las esporas es un objetivo importante de la

industria alimentaria.

1.7.2. Inactivacion de la toxina botulinica.

Generalmente las toxinas botulinicas son sensibles al calor, el cloro, los alcalis y otros
tratamientos fisicos y quimicos, pero se ha observado que estas toxinas son mas
estables a las altas temperaturas en ciertas condiciones, como pueden ser un pH 3,5-5
y en presencia de acidos organicos, proteinas y ciertos iones como Mg?* y Ca?" [13].
Ademas de los factores anteriormente mencionados, la inactivacion de neurotoxinas
también depende del serotipo de C. botulinum al que pertenecen; por ejemplo se ha
observado que las esporas del grupo | son considerablemente mas resistentes al calor
gue las esporas del grupo Il, aunque todavia, éstas muestran una moderada resistencia

al calor [13].
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Entre los tratamientos llevados a cabo para la inactivacion de toxinas podemos
encontrar el tratamiento a altas temperaturas, como el calentamiento a 70°C durante 60
minutos, 0 a 80°C durante 30 minutos, aunque una ebullicibn durante 5 minutos es
suficiente para inactivar la toxina presente en alimentos [18]. Se ha observado
numerosas fluctuaciones durante la inactivacién con calor de la toxina botulinica, por
ejemplo con la pasteurizacion, que podria afectar al grado de inactivacion segun las
concentraciones de la toxina presentes en los alimentos [13]. Otro aspecto para
considerar es la sensibilidad al cloro que presentan las toxinas botulinicas, ya que es
conocido que las concentraciones de cloro utilizadas en agua potable son suficientes
para la inactivacion de estas. Este hecho permite que las superficies u objetos
contaminados se puedan descontaminar con una solucién de hipoclorito de 0,1 a 0,5%
con 20 a 30 minutos de exposicion, seguido con un enjuague de agua destilada.
Finalmente, se ha observado que el ozono en una concentracion de 5 a 6 mg/L, con
tiempos de exposicion de 32 minutos, también puede inactivar las esporas de C.
botulinum [13].

1.8. Control de C. botulinum en alimentos.

El control de crecimiento de C. botulinum en los alimentos se lleva a cabo por distintos
factores como el pH, la temperatura, el potencial de reduccion, la actividad de agua, el
nivel de oxigeno, la presencia de conservantes y la microflora de la competencia. Una
vez elaborado los alimentos, el botulismo puede producirse por la exposicién de los
alimentos a temperaturas que permiten la formacién de toxinas. En la mayoria de los
alimentos, otros microorganismos crecen mas rapido que el C. botulinum, como pueden
ser las bacterias lacticas, por lo que modifican las condiciones de crecimiento del C.
botulinum, disminuyendo el pH, produciendo metabolitos inhibidores e impidiendo su
crecimiento [13]. Sin embargo, las esporas de C. botulinum son més resistentes al calor
y a otros métodos de procesamiento como la exposicion a cloro y derivados, perdxido
de hidrogeno y modificacién de los valores del pH, que son capaces de eliminar otras
células vegetativas presentes en los alimentos. Por lo tanto, el minimo procesamiento
de los alimentos puede reducir o eliminar el nimero de microflora competidora y

aumentar la probabilidad de que C. botulinum crezca y produzca toxinas [13].

En los alimentos contaminados, se puede prevenir el crecimiento de C. botulinum
mediante el procesamiento térmico, en combinacion con otros factores ya mencionados
anteriormente para prevenir su crecimiento, como puede ser el pH en valores de 4,6
[13].
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1.9. Metodologia para el recuento de C. botulinumy la
determinacién de neurotoxinas.

Los métodos de deteccion difieren segun el tipo de matriz en la que se realizara su
determinaciéon. Sin embargo, debido a la alta toxicidad de BoNT, sus métodos de

deteccidn deberian cumplir las condiciones siguientes [20]:

a) Ser altamente sensibles, hasta el rango bajo de pg / mL.

b) Capaz de detectar todos los serotipos y subtipos, incluidas las neurotoxinas
libres y los complejos de alto peso molecular.

c) Compatible con una amplia gama de matrices complejas.

d) Otros puntos de interés son la simplicidad, el potencial de automatizacion vy el

rendimiento robusto del ensayo, que incluye una alta especificidad y precision.

Existe una amplia variedad de métodos para la deteccion de las toxinas botulinicas.
Entre estos métodos podemos encontrar el bioensayo en ratones, el ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas, méas conocido como ELISA, basado en la unién de
anticuerpos especificos a las toxinas y aparicion de fluorescencia. La reaccion en
cadena de la polimerasa, o PCR, es el método por el cual, se detectan los genes de la
bacteria de C. botulinum, pero no la toxina. Inmunoensayos de flujo lateral, donde se
combina un sistema integral de andlisis basado en anticuerpos capturados en un soporte
inerte y electroquimioluminiscencia o ECL, esta basado en una sustancia, que en

presencia de potencial eléctrico se convierte en luminiscente, entre otros [16,18].

1.10. Precauciones de seguridad al trabajar con C. botulinum o su
toxina.

La manipulacion de cultivos que contienen C. botulinum o la toxina botulinica requiere
procedimientos de seguridad especificos, debido a la toxicidad extrema de estas

toxinas, ya que la ingestion o inhalacion accidental puede causar graves consecuencias.

Los procedimientos que puedan generar formacion de aerosol de esta toxina o que
implique la manipulacion de cantidades significativas de toxina botulinica, requiere
instalaciones de Nivel de Bioseguridad 3 (BSL-3), también conocido como nivel de
contencién. Estos laboratorios de bioseguridad estan disefiados para trabajar con
microorganismos del grupo de riesgo 3, o grandes voliumenes de microorganismos del
grupo de riesgo 2, por el mayor riesgo de formaciéon de aerosoles. Este tipo de disefio
no es el convencional, por lo que exige fortalecer las instalaciones del laboratorio, como

el gradiente de presion negativa, que crea un flujo de aire dirigido al interior de la
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instalacion. Asi mismo, se deben realizar operaciones de prevencion de formacién de
estos aerosoles, como el uso de recipientes cerrados durante la centrifugacion, evitar
recipientes presurizados que contienen toxina activa y la aplicacion de materiales
absorbentes en derrames antes de la descontaminacion. Todo el personal autorizado
para manejar materiales toxicos debe ser informado sobre los peligros de la toxina
especifica y todos los materiales que se emplearan en la manipulacién de los
microorganismos, asi como los materiales utilizados en el andlisis deber ser
esterilizados antes de salir del laboratorio. En el laboratorio tienen que estar disponibles
los antisueros terapéuticos en caso de intoxicacion accidental. Los materiales toxicos
siempre deben estar contenidos en cajas o bandejas impermeables, irrompibles y

debidamente sefalizados con el simbolo de bioseguridad [27].

2. Objetivos

General:

Realizar un estudio bibliografico sobre la metodologia para la deteccién de Clostridium

botulinum en productos carnicos.
Especificos:

1. Reconocer los distintos tipos de toxinas botulinicas presentes actualmente en
productos carnicos.

2. Indicar los principales métodos utilizados para la determinacion de la toxina
botulinica en productos carnicos.

3. Proponer metodologias alternativas a los métodos clasicos para la determinacion

de la toxina botulinica en productos carnicos.

3. Material y métodos

Para la realizaciéon de este trabajo se ha llevado a cabo una busqueda bibliografica en
distintas bases de datos como ScienceDirect (Elsevier) o PubMed (MEDLINE), pero
también se ha visitado la biblioteca virtual de la Facultad de Medicina (UVa), asi como
paginas oficiales de diversas organizaciones: Organizacion Mundial de la Salud y

Agencia Espafiola de Consumo, Seguridad Alimentaria y Nutricion (AECOSAN).

La busqueda se dividié en dos partes. La primera parte, centrada en la busqueda sobre
las caracteristicas principales del microorganismo, de sus esporas y sus toxinas, asi

como la enfermedad que causa y las precauciones necesarias para trabajar con el
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microorganismo y sus toxinas. La segunda parte se centr6 en la busqueda de
informacién sobre la metodologia de deteccién de la toxina botulinica en distintas

matrices complejas, en especial en productos cérnicos.

En la primera parte, se utilizaron palabras clave referentes al microorganismo, a las
esporas y sus neurotoxinas. Las palabras utilizadas fueron Clostridium botulinum,
spores and neurotoxins, realizando combinaciones entre ellas. La base de datos

utilizada para realizar las busquedas fue ScienceDirect.

En la segunda parte, se utilizaron las siguientes palabras clave: Clostridium botulinum,
meat products, detection, BONT y combinaciones entre ellas. En este apartado se
emplearon bases de datos como ScienceDirect y PubMed. También se visitd la
biblioteca virtual de la Facultad de Medicina (UVa), donde se accedié a libros de

microbiologia que trataban sobre el Clostridium botulinum y sus neurotoxinas.

Se aplicaron dos filtros de busqueda, uno referente a los afios de publicacion, entre 2014
y 2019, aunque no siempre se siguié ese patron de busqueda debido a la falta de
informacion actual sobre el microorganismo, por ello mucho de los articulos citados

presentan mayor antigledad que otros. El otro filtro aplicado fue “review articles”.

En la biblioteca virtual de la Facultad se utilizaron las mismas palabras clave, y se
obtuvieron principalmente 3 libros que trataban sobre Clostridium botulinum, de los que
se extrajeron varios capitulos que abordaban la metodologia para la deteccion de su

toxina.

En la base de datos ScienceDirect, aplicando los filtros y las palabras claves anteriores,
se obtuvo un total de 1115 articulos cientificos, de los que fueron utilizados 48. En la
base de datos PubMed, aplicando los filtros y palabras clave anteriores, se obtuvieron

8 articulos, de los cuales se utilizaron 3.

De todos los articulos encontrados en las distintas bases de datos, han sido utilizados

Unicamente 51.

Finalmente, en la Tabla 3 y 4, se detallan los libros y las revistas consultadas para la
realizacion del trabajo, asi como el afio de publicacion en el caso de los libros y el cuartil

al que pertenecieron los articulos consultados en el caso de las revistas.
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Titulo del libro Editorial Afio

1. Botulinum Neurotoxins Springer 2012

2. Toxina Botulinica. Editorial medica | 2011

Nuevas indicaciones terapéuticas. Panamericana.

3. Bergey’'s Manual of Systematic Bacteriology | Springer 2009
Tabla 3. Nombre del libro, editorial y afio de publicacion.

Nombre de larevista Cuartil Namero de articulos

1. Nature Reviews Microbiology Q1 1

2. Infectious Disease Clinics of North America Q4 1

3. Clinical Microbiology Reviews Q1 1

4. Journal of Food Protection Q1 1

5. Biologicals Q2 1

6. Emerging Infectious Diseases Q1 1

7. Applied and Environmental Microbiology Q1 7

8. Journal of Immunological Methods Q2 5

9. Analytical Biochemistry Q2 4

10.International Journal of Mass Spectrometry Q2 1

11.Veterinary Microbiology Q1 1

12.International Journal of Food Microbiology Q1 2

Tabla 4. Nombre de revista, cuartil y numero articulos revisado.

4. Resultados de la busqueda bibliografica

Tras realizar una busqueda de articulos de revisién sobre metodologia para la deteccién
de la toxina botulinica, se encontraron desde métodos clasicos hasta métodos
genéticos. Esta informacion se ha utilizado para realizar un esquema donde se resume
la metodologia desarrollada en los Ultimos afios para la deteccién de la toxina. Las
técnicas actuales se basan en dos grandes campos, la biologia molecular y la
proteémica, como se puede observar en la Figura 5. De esta manera se han
perfeccionado métodos mas rdpidos y menos agresivos, que no implican el uso de
organismos vivos y algunos de ellos son igual o mas sensibles que el bioensayo en
ratones, considerado el método de referencia. Entre los métodos que cabe destacar se
encuentran los métodos inmunoldgicos como son; el ensayo ELISA mAb [28-31] o
inmuno-PCR [32,33]; Los métodos basados en la actividad endopeptidasa, como los
ensayos de endopeptidasas [34—36] y éstos combinados con espectrometria de masas

[37,38]. Sin embargo, estos métodos presentan algunos inconvenientes, ya que no

18



todos determinan la toxina, si no el gen que la produce y ademas requiere de una
validacion posterior con el método del bioensayo en ratones, con el agravante de que
algunos de esos métodos no son validos para todas las matrices alimentarias.
Actualmente, se estan desarrollando métodos basados en la espectrometria de masas
gque, aungue no son tan sensibles como el bioensayo en ratones, permiten determinar
el tipo de toxina que se encuentra en los alimentos. Finalmente, los métodos genéticos
basados en la reaccién en cadena de la polimerasa, PCR [39-42], hasta el momento no
han tenido una aplicacion importante en los alimentos, esto se debe posiblemente a que
las matrices alimentarias pueden interferir en la replicacion del DNA [43,44]. De todos
los métodos observados en la Figura 5, se describiran aquellos que han sido mas

utilizados en la deteccién de la toxina botulinica en los alimentos.

Metodologia para la deteccion
de BoNT

*Estos métodos han sido utilizados para la deteccién de la bacteria, no de la toxina.

Figura 5. Esquema de las principales metodologias para la deteccion de la toxina botulinica.
(Elaboracioén propia)
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4.1. Ensayos de actividad In Vivo/Ex Vivo.

Bioensayo en ratones.

Los primeros estudios llevados a cabo con animales vivos, como cerdos, conejos y
pollos, para la deteccion de la presencia de la toxina botulinica en los alimentos, se
desarrollaron en el afio 1921 [45]. En ese mismo afio, Bengtson [46] demostro que la
deteccién de la toxina botulinica es posible a concentraciones muy bajas usando
ratones. Ademas, demostré que la mejor forma de poner en evidencia la presencia de
la toxina botulinica procedente de los alimentos era la via intraperitoneal. A partir de
estas investigaciones se consider6 este hioensayo como el método estandar y de
referencia para la deteccién de la toxina botulinica ya que tenia multiples ventajas, como

la sensibilidad y el bajo limite de deteccién (hasta 10 pg/mL) [24].

En el bioensayo en ratones, es posible observar los pasos que produce la accién de la
toxina botulinica y los resultados que provoca en los ratones. En este tipo de ensayos
se pueden detectar todos los serotipos de toxinas. En primer lugar, se inyecta una
solucién que contiene la toxina, extraida del suero del paciente, sobrenadante de un
cultivo bacteriano o de una matriz alimentaria por via intraperitoneal. En segundo lugar,
se observa la sintomatologia durante las horas posteriores a la inyeccion, hasta 4 dias
después. En tercer lugar, se observan los sintomas caracteristicos derivados de la
presencia de BoNT, que son; cambio de pelaje en los ratones con apariencia arrugada,
dificultad respiratoria, transformaciéon de la apariencia del abdomen, estrechandose el
radio de este generando dos porciones debido a un mayor esfuerzo respiratorio como
consecuencia de la pardlisis del diafragma. También se observa debilidad en las
extremidades con una pardalisis total posterior y jadeo, seguido de la muerte del animal

por insuficiencia respiratoria [20].

La confirmacion vy tipificacion de las neurotoxinas se realiza por pruebas de proteccion
para el raton que ha sido inyectado con el extracto. Este ratobn posteriormente es
inyectado con anticuerpos polivalentes y monovalentes. Se determina el tipo de toxinas
observando a que animales se le ofrece proteccion con la inyeccién de la antitoxina o
anticuerpo monovalente. Para calcular la cantidad de BoNT que produce la enfermedad,
se inyectan distintas concentraciones de toxina a los ratones y se observa la aparicién

de los sintomas [20].

En la actualidad este bioensayo es el unico método aceptado como estandar o de

referencia para la deteccién de moléculas activas de BoNT [20]. Sin embargo, este
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método de deteccion ha sido desplazado actualmente por multiples razones, como los
problemas éticos relacionados con el uso de animales vivos en los laboratorios, el
tiempo de andlisis y de interpretacion de los resultados, sustancias presentes en los
alimentos o heces que podrian causar también la muerte de los ratones y que no es por
causa de BoNT, como por ejemplo la piridostigmina, entre otros [24,47]. Actualmente,
los avances cientificos favorecen la evolucion de los métodos tradicionales,

desarrollando nuevos ensayos, mas rapidos y efectivos que el bioensayo en ratones.

Este método es interesante por su compatibilidad con el uso de matrices complejas,
como son cultivos bacterianos, heces, contenido gastrico, suero, muestras ambientales,
y alimentos como los productos carnicos, aunque no todos los serotipos han sido
detectados en estos productos [46,48-50].

4.2. Ensayos inmunoldgicos.

Debido a los inconvenientes de la metodologia clasica, se produjo el desarrollo de una
gran cantidad de ensayos in vitro, mas conocidos como ensayos inmunoldgicos,
basados en la reaccion antigeno-anticuerpo, mostrando multiples ventajas, como su alta
especificidad, sensibilidad, rapidez y bajo costo, resultando utiles en el andlisis
microbioldgico de los alimentos. En los ensayos inmunolégicos se pueden observar tres

etapas comunes [51]:
a) En primer lugar, la preparacion del antigeno.
b) En segundo lugar, la obtencién y evaluacion del anticuerpo.
¢) Y, por ultimo, el desarrollo de un ensayo inmunoldgico apropiado.

Se han desarrollado diversos métodos inmunoldgicos para la deteccion de BoNT, pero
la mayoria no son tan sensibles como el bioensayo en ratones, y también tienen el
inconveniente que detectan BoNT biolégicamente inactivo, provocando la determinacion
de falsos positivos [24]. Una de las principales ventajas de estos métodos, es que son
capaces de detectar los diferentes tipos de toxina botulinica en diferentes matrices
complejas, entre las que destacamos los alimentos, aunque no en todos ha sido posible

la deteccidn de la toxina botulinica en productos cérnicos [20].

Los métodos inmunoldgicos mas utilizados para la deteccion de BoNT en diferentes
matrices complejas son: ELISA [28-31,52], Inmuno-PCR [32,33] y los ensayos de
Electroquimioluminiscencia (ECL) [53,54].
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Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA).

Los ensayos ELISA se desarrollaron por primera vez para BoNT a finales de los afios
70 y fueron capaces de detectar aproximadamente 400 dosis letales de ratdén (1 MLD es
aproximadamente 10 pg de neurotoxina). Los ensayos basados en ELISA son los
métodos in vitro mas empleados para la detecciébn de BONT, debido a su alta
sensibilidad, precisién y exactitud, a los tiempos de andlisis cortos y a su facil realizaciéon

en laboratorios [47].

Esta técnica se caracteriza por el uso de marcadores enzimaticos para la deteccion,
amplificacién y clasificacidén de las reacciones antigeno-anticuerpo. En este método, el
antigeno o el anticuerpo estan conjugados a una enzima que se fija a un soporte sélido.
Una vez inmovilizados los antigenos o los anticuerpos, la interaccion antigeno-
anticuerpo se detecta mediante una reaccion colorimétrica producida por la actividad de
una enzima, al degradar el sustrato correspondiente. Esta técnica puede ser usada tanto
para medir el antigeno como el anticuerpo, y pueden ser clasificada como competitivos,

indirectos y tipo sandwich.

En los métodos competitivos, los anticuerpos o los antigenos son inmovilizados sobre
la fase sélida y su unién con el conjugado antigeno-enzima o anticuerpo-enzima, es

inhibida por la presencia de un analito no marcado en la muestra.

Los ensayos no competitivos pueden subdividirse de acuerdo con el reactante
inmovilizado, seran ensayos de captura de anticuerpos o de antigenos. Entre los
ensayos de captura de anticuerpos destaca el ensayo indirecto, en el que los antigenos
capturan a los anticuerpos y la reaccion se evidencia por el conjugado

antinmunoglobulina-enzima o proteina A-enzima [55].

La presencia de la toxina se mide mediante espectrometria y el valor de la absorbancia
esta relacionada con la cantidad de antigeno o anticuerpo presente en el ensayo.
Aunque la técnica de ELISA no es compleja, se deben controlar muchas variables entre
las que encontramos: el tipo de fase sdlida, la consistencia del proceso de lavado, la
seleccién y ejecucion de las enzimas y los sustratos empleados y la velocidad de

terminacion de la reaccion [56].

Inmuno-PCR.

Este método, fue descrito por primera vez por Sano et al [57]. Se trata de una técnica
gue combina la sensibilidad de la amplificacién de los acidos nucleicos por PCR con la

especificidad de los ensayos basados en anticuerpos, estos dos hechos incrementan la
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sensibilidad de la deteccion [58]. La PCR es usada para la amplificacién de un segmento
del DNA de una molécula marcadora, por ejemplo parte del gen de la luciferasa, esta
molécula se une al complejo antigeno-anticuerpo indicando la presencia de la

neurotoxina [32].

Debido a la eficacia de la amplificacion del acido nucleico, este método conduce a un
aumento de la sensibilidad de 10 a 1000 veces en comparacion con un inmunoensayo
amplificado con enzimas anélogas. El ensayo inmuno-PCR (iPCR) permite la deteccion
de biomarcadores extrafios en muestras bioldgicas complejas que son poco accesibles
mediante inmunoensayos convencionales [59]. Si bien la PCR en tiempo real
proporciona una amplificacion de sefial exponencial, no se puede usar directamente
para la deteccién de antigenos [60]. Dependiendo de la estrategia de acoplamiento, los
ensayos de iPCR requieren de 4 a 7 horas, con solo 3 horas de tiempo de uso, esto
podria ser su principal inconveniente ya que podria provocar problemas de
contaminacién y el incremento del tiempo de medida. Asimismo, este método puede
presentar reacciones inespecificas, aunque estas reacciones pueden evitarse

incrementando la concentracion de la molécula de DNA marcadora.

Inmunoensayo de enzimas de electroquimioluminiscencia (ECL).

Los ensayos de electroquimioluminiscencia (ECL) se pueden usar para detectar y
cuantificar la presencia y la toxicidad de una neurotoxina especifica, en este caso BoNT,
basada en una sefal de ECL, mostrando sensibilidad similar a la del bioensayo en
ratones, en menor tiempo [61]. Los ensayos de ECL utilizan un formato de
inmunoensayo, con perlas magnéticas marcadas que contienen el anticuerpo unido y
que capturan la neurotoxina. Posteriormente, se utiliza un segundo anticuerpo marcado
con un quelato. Cuando la toxina esta presente, los anticuerpos de deteccién y captura
forman un inmunocomplejo. Este inmunocomplejo forma un cord6n magnético marcado
con un quelato. Un iman en una superficie de electrodo dentro del instrumento recoge
las perlas paramagnéticas. El quelato en la superficie del cordén produce una sefial ECL

gue puede ser cuantificada por el instrumento [20].

La principal diferencia con el método de ELISA se halla en el anticuerpo revelador que
se utiliza ya que se encuentra marcado con una sustancia que se torna luminiscente en
presencia de potencial eléctrico. Su limite de deteccion depende de la matriz en la que

se encuentra la toxina.

Otro tipo de métodos inmunolégicos son las técnicas inmunocromatograficas. A este

grupo también pertenecen los ensayos de flujo lateral, uno de los métodos de deteccion
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de neurotoxinas mas sencillos y rapidos. Se trata de una membrana de nitrocelulosa o
nylon donde se encuentran absorbidos y bloqueados los anticuerpos con compuestos
quimicos (Ver Figura 6). La muestra se aplica en un extremo de la tira y migra por accién
capilar al extremo opuesto. Mientras migran a lo largo de la tira, las moléculas de la
muestra se unen a los anticuerpos de deteccién inmovilizados de la tira. El complejo
antigeno-anticuerpo contindia migrando a lo largo de la tira y es capturado en la zona de
deteccién por otro anticuerpo de captura, lo que da lugar a un cambio visible de color.
[20,61]. Estas técnicas son rapidas y sencillas, obteniéndose resultados en 15-30
minutos, pero presentan otros inconvenientes, como la sensibilidad, ya que son menos

sensibles que otros métodos mencionados anteriormente [62].

(a)
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Figura 6. Representacion esquemética de un dispositivo LFA (a) Resultado positivo mientras el
analito de interés esta presente en la muestra, (b) Resultado negativo mientras que el analito

de interés no esta presente en la muestra [63].

4.3. Ensayos de endopeptidasa.

El descubrimiento de que una parte de la toxina botulinica presenta actividad
endopeptidasa dependiente de Zinc [24], altamente especifica a proteinas presentes en
la hendidura presinéptica, ha conducido al desarrollo de varios ensayos in vitro para la
deteccion de la toxina. Estos ensayos de endopeptidasa se basan en la protedlisis de
las proteinas sinapticas en combinaciéon con la deteccién inmunoldgica del péptido
hidrolizado o una emision de fluorescencia cuando el péptido marcado con un
compuesto fluoroforo (componente de una molécula que hace que ésta sea
fluorescente) es hidrolizado por la toxina botulinica. Esta actividad se lleva a cabo por la

accion endopeptidasa de la cadena ligera [20,24]. Este ensayo se fundamenta en la
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escision especifica del complejo de proteinas SNARE (soluble N-ethylmaleimide-
sensitive factor attachment protein receptor, por sus siglas en inglés), el cual incluye
sinaptobrevina, SNAP-25 y sintaxina. Se trata de un complejo proteico esencial para la
fusién de las vesiculas sindpticas con la membrana presinaptica y accién fundamental
en la exocitosis de la acetilcolina [64].

A Liberacién normal del Neurotransmisor

Proteinas SNARE
forman complejo

Fusion de la vesfcula y
la membrana terminal

Figura 7. La liberacion de la Acetilcolina en la union neuromuscular es mediada por SNARE
gue permite que la membrana de la vesicula sinaptica que contiene Acetilcolina se fusione con
la membrana celular de la neurona. Después de la fusion con la membrana, la Acetilcolina es la

liberada en el espacio sinaptico y a continuacion ligada a los receptores de la célula muscular
[64].

g Exposicién a Toxina Botulinica

Clivaje de Proteinas especificas
SNARE por las Cadenas Livi

TiposB,D,F G

v e

« No se forma

complejo SNARE
Membranas no

: Cadéna Pesada Tnposc\

Figura 8. La BONT se une a la membrana celular de la neurona en el terminal nervioso y entra
por endocitosis. La cadena ligera de la toxina escinde los sitios especificos de las proteinas
SNARE, evitando el completo montaje de la fusién del complejo en la sinapsis y asi bloquea la
liberacion de Acetilcolina [64].
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Segun la forma de medir el péptido escindido podemos encontrar diversos tipos de

ensayos:

a) Las neurotoxinas A, E y C; hidrolizan el SNAP-25, proteinas asociada a
sinaptosoma con una masa molecular de 25 kDa. La hidrolisis de esta proteina
produce una paralisis flacida. Las neurotoxinas B, D, F y G hidrolizan la VAMP,
es una proteina asociada a la membrana de la vesicula [35]. La neurotoxina C:
hidroliza la sintaxina responsable de la liberacién de la acetilcolina al medio
extracelular. Por lo tanto, la ruptura de la proteina SNAP-25, genera una sefial

bioluminiscente, cuando se encuentra unida a un fluoréforo [47].

b) Otro ensayo utilizado aplica el uso de la transferencia de energia de resonancia
de Forster (FRET). Aqui, un péptido de SNARE que alberga el sitio especifico
de escision de BoNT, es marcado con un donante y un aceptor de fluorescencia.
Siempre que el par donante-aceptor de fluorescencia se encuentre cerca de la
molécula de sustrato no escindido, la fluorescencia del donante excitado se
absorbe por la molécula aceptora de fluorescencia. Tras la escision del sustrato,
los dos fluoréforos se separan, de modo que la fluorescencia del donante ya no

se absorbe y se puede medir [20].

Barr y colaboradores [65], desarrollaron otro método para la deteccion de productos de
escision mediante espectrometria de masas. En esta técnica se determina la masa de
los productos de escision y, por lo tanto, la ubicacion exacta de la escision del sustrato.
Dado que la ubicacién de la escision del sustrato es especifica del serotipo, pueden
diferenciarse las diferentes BONT [66]. La combinacion del ensayo de endopeptidasa y
la espectrometria de masas, denominado ensayo Endopep-MS, permite detectar la
accion enzimatica de la cadena ligera en un sustrato peptidico de composiciéon y
estructura similar a la proteina a la toxina. Este método tiene una sensibilidad de
deteccidn comparable a la del bioensayo en ratones. En contraste con otros métodos in
vitro, los ensayos de endopeptidasa en combinacién con la espectrometria de masas

detectan la actividad funcional de las moléculas de BoNT [20,38].

De acuerdo con Lindstrom y Korkeala [23], los métodos basados en la actividad
endopeptidasa tienen dos ventajas principales respecto a otros métodos debido a que
detectan Unicamente las neurotoxinas activas, son generalmente mas sensibles que el
bioensayo en ratones (10 veces mas) y son altamente especificas por lo que no
producen reacciones cruzadas entre las distintas neurotoxinas botulinicas y las toxinas

del tétanos. Estos métodos han sido utilizados con éxito en alimentos como el paté y
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queso, entre otros. Uno de los inconvenientes de estos métodos es la posible
interferencia entre alimentos con un alto contenido en grasa y los anticuerpos
policlonales. Esta dificultad ha sido eliminada usando anticuerpos monoclonales [38].
Sin embargo, no todos los distintos tipos de BONT/B que producen las diversas cepas
de C. botulinum son reconocidos por los anticuerpos monoclonales [67]. Otro
inconveniente, es que esta tecnologia requiere un equipo costoso y una experiencia
técnica altamente especializada, por lo que es menos comun en los laboratorios de

rutina clinica [38].

4.4. |dentificacion de proteinas.

Espectrometria de masas.

La espectrometria de masas es una herramienta analitica para medir la masa molecular
de los compuestos proteicos. Es la principal metodologia en investigacion proteémica y
se utiliza para determinar la cuantificacion, caracterizacion e informacion estructural de
las proteinas. La espectrometria de masas implica la separacion de mezclas de
sustancias en componentes individuales mediante ionizacién de estos [68]. Los dos
métodos mas utilizados para la ionizaciéon de proteinas son la desorcién/ionizacion por
laser asistida por matriz (MALDI) y la ionizacion por Electrospray (ESI). La mayoria de
los métodos de ionizacibn dan como resultado la creacion de iones de muestra con

carga positiva y negativa y depende de la afinidad de protones de la muestra [68].

Intonsity

| i Spectral
A A /\ LA fingerprint

[ ] Detector

Field-free
vacuum

Electric

L ¥ 1X-8
Fold Matrix-embedded sample

Target plata

27



Figura 9. La ionizacion MALDI, acoplada a un analizador TOF, es una técnica de ionizacion
suave utilizada en espectrometria de masas que permite el analisis de biomoléculas y
moléculas organicas grandes que tienden a hacerse fragiles y fragmentarse cuando son

ionizadas por métodos mas convencionales [69].

En comparacion con otros métodos in vitro descritos hasta ahora, la importancia de los
datos obtenidos es mayor para los métodos basados en la espectrometria de masas, ya
gue permiten una identificacién inequivoca de las toxinas por un patrén unico de huella
dactilar peptidica o una secuencia de proteinas [20]. Sin embargo, la espectrometria de
masas tiene algunos problemas con la sensibilidad (49 — 375 ng/mL) mientras que
produce datos de alta precision y especificidad [20]. En este marco de trabajo, la
combinacién de espectrometria de masas con métodos de afinidad basados en
anticuerpos es una estrategia en la cual una molécula de interés primero es capturada
utilizando un enfoque basado en anticuerpos, y luego es analizada por espectrometria

de masas incrementando tanto la especificidad como la sensibilidad [58].

Este método generalmente no es tan sensible como otros métodos in vitro, por varias
razones como, por ejemplo, el medio de cultivo que se utiliza cominmente en
laboratorios de microbiologia contiene componentes, como sales o indicadores de pH,
gue pueden interferir en la generacién de espectros de masas. También influye el
namero y la intensidad de los picos generados por espectrometria de masas ya que
decrece conforme avanza la edad del cultivo, siendo preferible cultivos de 24-48 horas
para obtener una correcta identificacion de microorganismos [70]. Por ultimo, requiere

pasos de pre-enriquecimiento o purificacion para cumplir con matrices complejas [20].

4.5. Ensayos genéticos para deteccion de BoNT.

En el periodo comprendido entre 1975 a 1985, se produjo el desarrollo de las técnicas

inmunolégicas, a partir de 1985 a 1995 empezaron a surgir las técnicas genéticas [51].

A diferencia de los métodos citados anteriormente, los métodos genéticos se dirigen a
la deteccion de caracteristicas celulares mucho mas estables contenidas en los acidos

nucleicos, es decir, sus genes.

En los ultimos afios es cada vez mas frecuente en los laboratorios de microbiologia de
los alimentos el empleo de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar
el DNA de genes presentes en los microorganismos diana y disponer asi de una
cantidad suficiente que permita su deteccién. Se trata de una técnica especifica,
sensible y rapida, a lo que contribuye el desarrollo de metodologias alternativas de

deteccién de los productos de PCR que evitan el procesamiento post-reaccion. Dichas
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metodologias estdn basadas en el empleo de sondas especificas con doble marcaje
fluorescente que, ademas de posibilitar la visualizacion del progreso de la reaccién,
facilitan la automatizacién del proceso y permiten la cuantificacion de la cantidad de

DNA diana presente inicialmente en la muestra (PCR cuantitativo en tiempo real).

A pesar de tratarse de una técnica sofisticada, el empleo de la técnica de PCR en tiempo
real en el laboratorio de microbiologia de los alimentos se esta viendo facilitado en los
ultimos afios por el desarrollo de sistemas para la deteccién de patégenos de los
alimentos, requieren una manipulacion minimay reducen la necesidad de interpretacion

de los resultados [71].

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Ideada por el cientifico Kary Mullis a mediados de la década de 1980, esta técnica
permite obtener in vitro un gran nimero de copias de fragmentos especificos de DNA,
basandose en mecanismos similares a los empleados por la propia célula en la
replicacion del DNA durante la divisién celular. La reaccién en cadena de la polimerasa

(PCR) se ha convertido en una técnica molecular lider en seguridad alimentaria [72].

Se trata de replicar una y otra vez un mismo fragmento de DNA y, para ello, debemos
realizar in vitro lo que hacen las células in vivo para replicar su DNA. Puede usarse para
detectar trazas de DNA de una muestra para ayudar en la identificacion de aislamientos,
determinacion de patogenicidad y la presencia o ausencia de microorganismos diana.
Esta técnica puede detectar el gen de la toxina, pero no puede determinar si el gen esta

expresado y si la proteina expresada es realmente toxica [61].
La reaccion en cadena de la polimerasa consiste en la repeticion ciclica de tres etapas:

1) Desnaturalizacion del DNA bicatenario presente en la muestra para separar las dos

cadenas, mediante la aplicacién de temperaturas superiores a 90 °C.

2) Union especifica de los cebadores a las cadenas sencillas mediante
complementariedad de bases. Se suelen emplear dos cebadores que se unen cada uno
a una cadena diferente, delimitando la secuencia diana que se pretende amplificar. La
seleccién de dichos cebadores constituye uno de los puntos mas criticos del ensayo de
PCR.

3) Extension de la cadena de DNA a copiar a partir de los cebadores, utilizando los
nucleotidos presentes en la solucién. Dicha extensién la lleva a cabo la enzima DNA
polimerasa, que inicia su actividad tras reconocer la union de los cebadores a las

cadenas de DNA de la muestra [51].
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Figura 10. Etapas de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) [73].

Ademas de la técnica de PCR y sus variantes, existen numerosos métodos genéticos
gue han sido utilizados para la deteccion de los genes de los distintos tipos de toxina
botulinica, como son los métodos basados en los polimorfismos en la longitud de los
fragmentos amplificados (AFLP). Los AFLP consisten en la digestion completa del DNA
genodmico total con enzimas de restriccion, seguida de la amplificacién selectiva de los
fragmentos obtenidos para detectar polimorfismos debidos a mutaciones en la
secuencia de DNA en, o cerca de, los sitios de restriccion. Los polimorfismos se detectan
por electroforesis como un patrén de fragmentos de DNA amplificados (bandas) que

difieren en numero y tamafio [74].

Otros métodos empleados para la deteccion de la toxina han sido los Microarrays. El
origen de los Microarrays de DNA, también llamados chips de DNA, hay que buscarlo
en la automatizaciéon y miniaturizaciéon de un grupo de técnicas clasicas de hibridacién

de DNA desarrolladas hace unas décadas: técnicas de Southern y Northern blotting [51].

Un microarray de DNA es una red muy precisa de alta densidad compuesta de
moléculas de acidos nucleicos de una sola cadena, denominadas “sondas”, unidas
covalentemente a la superficie de un pequefio soporte solido. La utilidad del DNA en
este formato deriva de la propiedad que tienen las sondas para hibridar, con una elevada

especificidad, a una secuencia complementaria. Por ello, los microarrays de DNA
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pueden emplearse para examinar mezclas complejas de miles de &cidos nucleicos,

permitiendo localizar una secuencia diana en una muestra problema [51].

Hasta ahora se han descrito las principales técnicas utilizadas a lo largo de los afios
para la deteccion de la toxina botulinica y de las células en distintas matrices complejas.
En la Tabla 5 se muestran las distintas técnicas para la deteccién de la toxina, asi como
el tiempo de ensayo, su limite de deteccion y las principales matrices donde se han
utilizado. El bioensayo en ratones, las técnicas de endopeptidasas combinadas con
espectrometria de masas, el método de ELISA para anticuerpos policlonales (ELISA
pAb), espectrometria de masas, la técnica de PCR y FRET han sido capaces de detectar
todas las neurotoxinas que producen los cuatro grupos de C. botulinum, excepto FRET
que solo ha detectado BoNT/D que producen las cepas de C. botulinum del grupo lll.
De estos métodos, el mas sensible es Endopep-MS cuya sensibilidad se encuentra 0.05-
50 pg/ml y es una de las técnicas mas versatiles, ya que ha sido utilizada en diversas
matrices complejas como son el sobrenadante en cultivo, suero, heces y alimentos, pero

no productos carnicos.

Los ensayos de endopeptidasa, el ensayo de ELISA para anticuerpos monoclonales
(ELISA mAb), ensayos de flujo lateral y pruebas inmunocromatogréficas han sido
capaces de detectar las diferentes toxinas producidas por las bacterias de los grupos I,
[I'y Ill. Sin embargo, los ensayos de endopeptidasa y ensayos de flujo lateral Gnicamente
han detectado BoNT/D del grupo Illl. Ademas, ELISA mAb y las pruebas
inmunocromatograficas han detectado todos los tipos de neurotoxinas de los tres
grupos. Finalmente, en los ensayos de flujo lateral sélo se han detectado la toxina tipo
Ay C del grupo | y las toxinas B y E del grupo Il. Entre todos los métodos anteriores, el
mas sensible ha sido ELISA mAb, cuya sensibilidad se encuentra entre 1-1000 pg/mL.
Esta técnica ha sido utilizada en diversas matrices complejas como son el sobrenadante
de cultivo bacteriano, suero y alimentos, aunque no ha sido utilizada en productos

carnicos.

Respecto a la deteccién de las BoNT en productos carnicos, Unicamente los ensayos
de endopeptidasa y electroquimioluminiscencia han sido capaces de detectar la toxina

en estos productos, por ejemplo, el paté y extractos de carne.

Los ensayos basados en inmuno-PCR han sido desarrollados para detectar BONT/A,
mientras que los ensayos de ECL han detectado las toxinas A, B, E y F de los grupos |
y Il en diferentes matrices complejas como suero, alimentos y productos carnicos, como
extracto de carne. De estas dos técnicas la mas sensible es el inmuno-PCR con un limite

de deteccién de 1-5 pg/mL.
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Las principales causas de botulismo alimentario estan originadas por las toxinas tipo A,
B, E y F, sin embargo, las mas frecuentes son las toxinas del tipo A y B las cuales se
han encontrado en alimentos como conservas vegetales de preparacién casera y
alimentos carnicos en Europa [75]. En Esparia, los principales problemas originados por
C. botulinum entre los afios 2010 y 2016 fueron ocasionados por conservas de

preparacion casera de setas, guindillas, alubias y pescado desecado comercial [6,7].

Comparando las ventajas de los distintos métodos, el bioensayo en ratones permite la
deteccién de las moléculas de BoNT activas y la deteccion de todos los serotipos de
toxina, ademas, tiene compatibilidad con multiples matrices complejas, alta sensibilidad
y bajo limite de deteccién (Ver Tabla 5). Sin embargo, presenta ciertos inconvenientes,
como los problemas éticos relacionados con el uso de animales vivos en la
experimentacion, un largo tiempo de andlisis y una complicada interpretacion de los
resultados, entre otros. Por su parte los ensayos inmunolégicos, son capaces de
detectar los diferentes tipos de BoNT en diferentes matrices complejas, aunque muchos
de ellos presentan algunos inconvenientes como la incapacidad de detectar BONT
biolégicamente activo y una sensibilidad inferior al bioensayo en ratones. Debido a los
inconvenientes de los métodos inmunoldgicos sobre la deteccion de neurotoxinas
inactivas, surgieron varios métodos basados en la actividad endopeptidasa de la cadena
ligera de la toxina. Estos métodos Unicamente detectan BoONT activas, en general son
mas sensibles y especificos que otros métodos, por lo que no producen reacciones
cruzadas entre las distintas moléculas de BoNT. Sin embargo, al tratarse de ensayos
enzimaticos pueden ser muy sensibles a la interferencia con los componentes de la
matriz, en particular con otras proteasas. Otro de los inconvenientes es que requiere de
un equipo costoso y una experiencia técnica especializada, ademas los resultados
obtenidos deben ser confirmados por bioensayo en ratones o por métodos basados en

espectrometria de masas.

Respecto a los métodos basados en la identificacibon de proteinas, como la
espectrometria de masas que permite identificar sin equivocacioén el tipo de toxina por
un patrén unico de huella dactilar peptidica o secuenciacion de proteinas, sin embargo,
presenta algunos inconvenientes relacionados con la sensibilidad, debido a las
sustancias utilizadas en los medios de cultivo, especialmente en la fase previa de
enriquecimiento, utilizada para la deteccién de toxinas en matrices complejas y el tiempo
de cultivo que transcurre antes de realizar la prueba, ya que puede producir interferencia

en los resultados.
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Por ultimo, se han desarrollado métodos genéticos, que no detectan la toxina, sino el

gen que la produce, pero no pueden determinar si el gen se ha expresado o si la proteina

expresada es realmente téxica. Estas técnicas en comparacién con las anteriores son

técnicas mas sensibles, rpidas y especificas que requieren una minima manipulacion.

BoNT Limite de | Tiempo de | Aplicacién Referencias
Tipo deteccién analisis

Bioensayo en ratones A, B, C, | 10— 100 pg/mL 0.5 -4 dias | Sobrenadante de cultivo, | [46,48-50]
D, E, F, suero, alimentos, heces
G

Ensayo de endopeptidasa A, B, D, | 0.1 —100 pg/mL 5 — 24 | Sobrenadante de cultivo, | [34—36]
E,F horas suero, toxina purificada,

alimentos (productos
carnicos)

Transferencia de energia de | A, B, D, | 0.035-150 ng/mL | 15 min — 20 | Sobrenadante de cultivo, | [76-78]

resonancia de Forster (FRET) E,F, G horas suero, alimentos.

Endopep-MS A, B, C, | 0.05-50 pg/mL 4 — 17 | Sobrenadante de -cultivo, | [37,38,79]
D, E, F, horas suero, alimentos, heces
G

ELISA (pAb) A, B, C, | 0.1 — 100 ng/mL 5 horas — 2 | Sobrenadante de cultivo, | [52,80]
D, E, F, dias suero, alimentos, heces
G

ELISA (mAb) A, B, C, | 1-1000 pg/mL 5—7 horas | Sobrenadante de cultivo, | [28-31]
D, E, suero, alimentos (leche)

Ensayos de flujo lateral A, B, D, | 0.3-250 ng/mL 10 min — 4 | Sobrenadante de cultivo, | [63]
E horas suero, alimentos, heces

Inmuno-PCR A 1-5pg/mL 3 - 10 | Toxina purificada [32,33]

horas

Electroquimioluminiscencia | A, B, E, | 0.45-5000 pg/mL | 2 -3 horas | Suero, alimentos (extracto | [53,54]
F de res)

Inmunocromatogréafica A, B, C, | 0.01 -50ng/mL 40 min Sobrenadante de cultivo, | [81-83]
D,E F suero, alimentos

Espectrometria de masas A, B, C, | 49 — 375 ng/mL 8 — 14 | Sobrenadante de cultivo, | [37,38]
D, E, F, horas suero, alimentos, heces
G

PCR A, B, C, | 10%-10° GE/mL 0.5 - 4 | Sobrenadante de -cultivo, | [39-42]
D, E, F, | GE: equivalentes | horas suero, alimentos, heces
G del genoma

Tabla 5. Resumen de la metodologia empleada para la deteccion de la toxina botulinica.
(Elaboracion propia a partir de informacion extraida del siguiente capitulo de libro) [20].
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5. Conclusiones.

El botulismo alimentario es una intoxicacion ocasionada por el consumo de alimentos
que contiene neurotoxinas botulinicas preformadas. Se considera un grave problema de
salud y una situacion de emergencia, ya que en ciertas ocasiones puede causar la
muerte, por ello es necesario obtener un diagndstico rapido, para evitar complicaciones

en la enfermedad.

Las principales toxinas botulinicas presentes en los alimentos son aquellas producidas
por las cepas de C. botulinum de los grupos | y |l (serotipos A, B, E y en raras ocasiones
F) [15,23,24].

Del afio 2010 al afio 2016 en Espafia, segun el Centro Nacional de Epidemiologia (CNE),
se produjeron un total de 50 casos de botulismo alimentario, sin detectar casos
producidos por el consumo de productos carnicos ni derivados [1-7]. En el afio 2016 en

Espafa, BONT/E y BoONT/B fueron responsables de 5 casos de botulismo alimentario [7].

Tras la busqueda de informacién se ha determinado que en los productos carnicos se
encuentra principalmente los siguientes tipos de toxina BoNT/A, BONT/B, BoNT/E y
BoNT/F [54].

La metodologia basada en la determinacién de los genes, como los ensayos de PCR,
presentan multiples ventajas sobre el resto de los métodos, ya que son técnicas mas
sensibles, rapidas y especificas, que requieren una minima manipulacion. El principal

inconveniente es que no detectan las toxinas activas, sino el gen que la produce [42].

Los métodos mas utilizados para la deteccidn de estos tipos de BoNT en alimentos son:
el bioensayo en ratones [46], métodos basados en ELISA [52], PCR [39] y ensayos
basados en la actividad endopeptidasa combinados con espectrometria de masas [38].
Este Ultimo método junto con el bioensayo en ratones, han sido utilizados para detectar
los distintos tipos de BoNT en productos carnicos, tales como el paté [67]. El método

basado en ECL también ha sido capaz de detectar toxinas en extractos de carne [54].

En resumen, es necesaria una combinacion adecuada de métodos de deteccion de
BoNT basados en diferentes enfoques funcionales, inmunol6gicos o espectrométricos,
pudiéndose obtener resultados fiables y con alta sensibilidad confirmados en un tiempo

razonable.
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7. Anexos.

Serotipo | Especies susceptibles Localizacion del gen de la
neurotoxina

A Caballos, humanos Cromosoma, plasmidos grandes en
algunas cepas

B Caballos, humanos, cerdos, primates | Cromosoma, plasmidos grandes en
algunas cepas

C Pajaros, caballos, ganado, visén, | Bacteriéfago pseudolisogénico,

ZOrros, perros, tortugas plasmido

D Ganado Bacteriéfago pseudolisogénico,
plasmido

E Peces, aves acuaticas Cromosoma, plasmidos grandes en
algunas cepas

F Humanos (raro) Cromosoma, plasmidos grandes en
algunas cepas

G Desconocido Plasmidos grandes

Tabla 1 ANEXO 1. Resumen de la metodologia empleada para la deteccién de la toxina

botulinica [13].
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C.botulinum (1)

C.botulinum (Il)

C.botulinum (Il

C.argentinense (V)

Tipos de | A B, F B,E,F C,D G

neurotoxina

Temperatura 10°C 3°C 15°C 12°C

minima de

crecimiento (°C)

Temperatura 35-40°C 18-25°C 35-40°C 35-40°C

optima de

crecimiento (°C)

Temperatura 48°C 45°C Datos Insuficientes 45°C

maxima de

crecimiento (°C)

Minimo pH 4.6 5.0 Datos Insuficientes Datos Insuficientes
Actividad de | 0.94 0.97 Datos Insuficientes Datos Insuficientes
agua inhibitoria

Concentracion 10% 5% 3% >3

de NaCl

inhibitoria (%)

Diooec de esporas | ~25 min <0.1 min Datos Insuficientes Datos Insuficientes
(min)

Di21.c de esporas | 0.21 min <0.005 min Datos Insuficientes Datos Insuficientes

(min)

Tabla 2 ANEXO 2. Resumen de la metodologia empleada para la deteccion de la toxina
botulinica [13].

*El valor D o el tiempo de reduccién decimal, es el tiempo que tarda una temperatura determinada en reducir una

poblacién en un 90%.
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ANEXO 3. ¢ Qué hacer en caso de derrames que contengan la toxina botulinica?

En caso de derrames, el personal debe tener conocimientos para poner solucién al
problema, con una inactivacion de toxinas (0.1 a 0.5% de hipoclorito o0 0.1 M NaOH). El
personal estard provisto de proteccién adecuada, como proteccion de ojos y uso de
guantes y batas de laboratorio, asi como proteccién respiratoria adecuada. En el
laboratorio ha de haber un manual de bioseguridad que debe contener nimeros de
teléfono de emergencia y procedimientos para la respuesta de emergencia, control de

derrames y descontaminacion [27].
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