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RESUMEN

El botulismo es una intoxicacién frecuente en las aves de los humedales castellanos-manchegos. Desde
1978, se han registrado 13 brotes de botulismo repartidos en cuatro zonas: lagunas manchegas de To-
ledo, Ciudad Real y Cuenca, las Tablas de Daimiel, y las colas de los embalses del Vicario y de la Vega
del Jabalén. El numero de aves encontradas muertas en estos brotes oscila alrededor de 20.000 indivi-
duos de mds de 50 especies. La aparicion de los brotes y la mortalidad de aves se asocian con elevadas
temperaturas medias durante el mes de julio (>26°C).

Con el fin de estudiar la presencia de Clostridium botulinum como indicador del riesgo de aparicién de
brotes de botulismo en aves acuéticas, hemos desarrollado una PCR cuantitativa a tiempo real (RT-
PCR). Esta RT-PCR ha sido validada con DNA de las cepas 96-SAC de la Universidad de Wisconsin y
CIP104.983 del Instituto Pasteur. Ademas los resultados de esta RT-PCR han sido comparados con los
obtenidos con una PCR anidada y otra convencional, observandose una mayor sensibilidad con la RT-
PCR descrita por nuestro grupo.

La presencia de C. botulinum C1-toxigénico ha sido observada en 12 de 207 (5,8%) sedimentos de los hu-
medales castellano-manchegos analizados tras ser cultivados en medio liquido de carne cocida. Las
muestras positivas son de los meses de julio y agosto, y principalmente proceden de humedales en los
que existia un brote de botulismo en el momento del muestreo y de zonas en que los niveles en sedi-
mento de Cl” son bajos. Los puntos en que se ha detectado la bacteria con mds frecuencia han sido El
Morenillo y la Laguna Permanente en las Tablas de Daimiel, las lagunas de la Veguilla y el Camino de
Villafranca en Alcazar de San Juan y la cola del Embalse de la Vega del Jabalon.

En muestras de cadaveres de aves acudticas recogidos en mortalidades masivas ocurridas en humeda-
les castellano-manchegos se ha detectado C. botulinum en el 41% de las aves (n=70). En las 4 malvasias
cabeciblancas (Oxyura leucocephala) analizadas de humedales castellano-manchegos no se ha detectado
la presencia de C. botulinum. No se ha detectado C. botulinum en aves utilizadas como controles (de
zonas sin brotes de botulismo). La especie en que aparece con mds frecuencia C. botulinum es la gaviota
reidora (Larus ridibundus). Se ha detectado la presencia de C. botulinum en moscas del género Lucilia, ade-
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maés de en sus larvas y pupas, por lo que ademds de tener un papel en la intoxicacién de aves que se
alimentan de las larvas con toxina, las formas adultas pueden favorecer la dispersion de la bacteria a
otros cadaveres. Por otra parte, también se detecta la presencia de C. botulinum en invertebrados acua-
ticos como quironémidos y corixidos, y de hecho especies de patos que se alimentan de invertebrados
pequefios como son la cerceta comun (Anas crecca) y el pato cuchara (Anas clypeata) resultan muy afec-
tadas por los brotes de botulismo registrados en Castilla-la-Mancha.

Entre las medidas que se pueden adoptar sugerimos la creacién de un protocolo de actuacién en mor-
talidades masivas de aves acuaticas, dotacion de personal y equipamiento especializado, la monitori-
zacién de puntos criticos del sedimento y el control de especies portadoras de la bacteria cuando la
temperatura media es superior a los 26 °C. Asimismo, sugerimos la monitorizacioén activa de moscas
de la familia Calliphoridae para estudiar su papel en la dispersion de C. botulinum y para un posible con-
trol de los brotes.

Palabras clave: Botulismo aviar, C. botulinum tipo C, sedimento, humedal, aves acuéticas, RT-PCR.

SUMMARY

Botulism outbreaks and their resultant toxic effects are a common risk for birds within the Spanish we-
tlands of Castilla-la-Mancha. Since 1978, there have been 13 outbreaks of botulism within four different
areas, i.e, in lagoons of the provinces of Ciudad Real, Toledo and Cuenca, in Tablas Daimiel, and in the
reservoirs of Vicario and Vega del Jabalén. The number of dead birds found during these outbreaks is
about 20,000 individuals, from more than 50 species. The initiation of these outbreaks, with associated
avian mortality, is linked to high average temperatures during the month of July (>26 °C).

In order to investigate the factors that trigger and maintain a botulism outbreak, that then affects wa-
terbirds, we have monitored for the presence of Clostridium botulinum in a variety of media using a new
real time quantitative PCR technique (RT-PCR). This RT-PCR has been validated using DNA from
strains 96-SAC (from the University of Wisconsin) and CIP 104983 (from the Pasteur Institute). Results
derived using our RT-PCR technique have also been compared with those obtained from a nested and
conventional PCR, and our RT-PCR has been shown to provide greater sensitivity.

The presence of Cl-toxigenic C. botulinum has been identified in 12 of 207 (5.8%) sediment samples
taken from wetlands in Castilla-la-Mancha, that were analyzed after cultivation in a cooked meat
medium. Positive samples were all from sediments taken during the months of July and August, and
predominantly, from wetlands where an outbreak of botulism was known to have occurred around the
sampling period. Also, positive results were more common in samples from sediments that were lower
in water soluble chloride. The areas in which the bacteria have been detected with more frequency were
El Morenillo and the Permanent Lagoon in Tablas Daimiel, the lagoons of Veguilla and Camino de Vi-
llafranca in Alcdzar de San Juan, and in the reservoir at Vega del Jabal6n.

In samples from dead waterbirds taken during periods of high mortality (related to apparent botulism
outbreaks) in wetlands in Castilla-la-Mancha, we have detected C. botulinum in 41% of birds (n = 70).
In 4 white-headed duck (Oxyura leucocephala) samples analyzed, none were found to be positive for C.
botulinum. We did not however, detect C. botulinum in birds used as controls: hunted ducks from the
Ebro Delta, cloacal samples from live ducks from the Tablas Daimiel and from live gulls in three areas
of Catalonia. The species in which we detected C. botulinum with greater frequency was black-headed
gull (Larus ridibundus). The presence of C. botulinum has also been detected in flies (Lucilia caesar), lar-
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vae and pupa. Birds may feed on fly larvae and this is known to play a role in intoxication and
spread/outbreak of botulism, but likewise, adult flies may also play a significant role in the dispersion
and spread of bacteria to other avian corpses. Also, C. botulinum was detected in aquatic invertebrates
(chironomids and corixids), and species of duck that feed on small invertebrates such as common teal
(Anas crecca) and shoveler (Anas clypeata) are often severely affected in a botulism outbreak.

Among other measures that could be adopted to reduce the risk of botulism outbreaks to birds, we
propose the creation of a protocol of action that should be used during large incidences of waterbird
mortality, and dedicated personnel should be trained and provided with specialized equipment. Crit-
ical points of botulism development (i.e, sediments) should be monitored, especially when the average
temperature is over 26 °C. A monitoring program directed at flies as vectors of transfer, specifically Ca-
llophoridae, would also help enhance our understanding of its role in the dispersion C. botulinum, and
may provide information that could be used to subsequently control or reduce the risks of outbreaks.

Key words: Avian botulism, C. botulinum type C, sediment, wetland, waterfowl, RT-PCR.

INTRODUCCION

El botulismo es una intoxicacién causada por
una neurotoxina producida por Clostridium botu-
linum (WOBESER 1997). Existen varios tipos de
toxina, siendo el tipo C el que estad mayoritaria-
mente implicado en los casos de botulismo aviar
(MITCHELL & ROSENDAL, 1987). La toxigeni-
cidad de la bacteria depende exclusivamente de
un fago que contiene el gen que codifica para la
toxina (EKLUND 1971). Esta intoxicacién pro-
duce brotes de mortalidades aviares en zonas hu-
medas de todo el mundo, exceptuando el
antartico (ROCKE 2006). Estos episodios suelen
ser estacionales entre los meses de julio y sep-
tiembre, pero esporadicamente se dan casos en
otras épocas (ROCKE 2006).

El diagnostico del botulismo aviar se basa ini-
cialmente en una sospecha de la presentacion del
cuadro clinico: elevadas mortalidades en aves de
zonas humedas y signos neurolégicos de paréli-
sis flacida en animales afectados. Pero lo que con-
firma la intoxicacion, es la deteccién de la toxina
en muestras de animales con técnicas basadas en
bioensayos (ZECHMEISTER et al. 2005) o ELISA
(GREGORY et al. 1996; ROCKE et al. 1998; ZECH-
MEISTER et al. 2005). En estos ultimos anos, se
han desarrollado varias técnicas moleculares que
se basan en la deteccién del gen que codifica para
la toxina, tanto en muestras de sedimentos como
muestras de origen animal (FRANCIOSA et al.

1996; WILLIAMSON et al. 1999; PREVOT et al.
2007).

Existen varios factores predisponentes en la apa-
ricion de brotes de botulismo, con una enorme
complejidad entre sus asociaciones (ROCKE
2006). Entre estos factores se cita a la temperatura
elevada (que favorece la descomposiciéon de los
cadaveres donde el bacilo se multiplica en con-
diciones obligadas de anaerobiosis), presencia de
las esporas del bacilo en el medio ambiente (prin-
cipalmente en sedimentos), interrelacién entre
cadaveres y larvas necréfagas (que son resisten-
tes a la toxina y magnifican la dispersién de to-
xina hacia otras aves) y comportamiento tréfico
de las especies afectadas.

Los objetivos del presente trabajo han sido:

1. Recopilar los brotes de botulismo diagnosti-
cados en humedales manchegos en los ulti-
mos 20 afios.

2. Desarrollar una técnica de deteccién por PCR
en tiempo real (RT-PCR) que permita identifi-
car y cuantificar la presencia de Clostridium bo-
tulinum en muestras de campo.

3. Utilizar la RT-PCR para determinar la abun-
dancia de Clostridium botulinum en muestras
de sedimentos de humedales y buscar la rela-
cién con caracteristicas fisico-quimicas del se-
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dimento, variaciones estacionales y climatolo-
gicas y la existencia de brotes de botulismo
aviar en las zonas estudiadas.

4. Valorar el uso de la RT-PCR como técnica de
diagnodstico de brotes de botulismo en aves
acuaticas.

5. Estudiar la implicacién en la epidemiologia
del botulismo de invertebrados acuéticos e in-
sectos necréfagos en sus diferentes fases del
ciclo vital.

MATERIAL Y METODOS

Recopilacién de datos

Se han recopilado los datos oficiales de mortali-
dades asociadas a botulismo en aves acuaticas
desde 1978 hasta 2008 en los humedales man-
chegos (fuente: Junta de Comunidades de Casti-
lla-la Mancha) y varios datos meteorolégicos
entre 1997 y 2006 del Instituto Nacional de Esta-
distica (http://www.ine.es/jaxi/menu.do?type
=pcaxis&path=/t43/a012/a1998&file=pcaxis).

Zona de estudio. Muestreo

La zona de estudio se ha centrado en los humeda-
les manchegos, principalmente en las Tablas de
Daimiel, pero también en otros humedales cerca-
nos con brotes de botulismo registrados en los tl-
timos 20 afios. Se hizo un muestreo de 207
sedimentos entre los afios 2005 y 2008 (Tabla 1), de
70 especies de aves procedentes en su mayoria de
cinco brotes de botulismo (Tabla 2) y de 42 pooles
de invertebrados recolectados en cadédveres y en
el ambiente (agua y sedimento) en momentos de
brote de botulismo (Tabla 3). Asimismo se mues-
tre6 un total de 74 animales como controles para el
botulismo, en concreto 24 ciegos de patos cazados
en el Delta del Ebro en la temporada 2007-2008, 45
hisopos cloacales de gaviota patiamarilla (Larus
michahellis) procedentes de diversos puntos de Ca-
talufia y Valencia proporcionados por la Dra.
Marta Cerda del CReSA y 20 hisopos cloacales de
A. platyrhynchos procedentes del PN de las Tablas
de Daimiel recolectados en julio del 2005 en un
momento en que no existia un brote de botulismo.
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Diagnéstico de C. botulinum toxigénico

Deteccion del gen que codifica para la toxina C1 de C.
botulinum tipo C: Para determinar la presencia de
C. botulinum tipo C toxigénico, se disefié una PCR
a tiempo real (RT-PCR) con el objetivo de dispo-
ner de una técnica sensible, altamente especifica
y que permitiera analizar un elevado nimero de
muestras. Dicha PCR amplifica una regién que
codifica para el gen C1 de C. botulinum neuroto-
xigénico (SANCHEZ-HERNANDEZ et al. 2008).
Esta RT-PCR se ha utilizado para todas las mues-
tras que se han procesado (207 sedimentos enri-
quecidos por cultivo, 46 sedimentos extraidos
directamente, 42 pooles de invertebrados enri-
quecidos por cultivo, 330 muestras de animales
enriquecidas por cultivo y 43 muestras de ani-
males extraidas directamente). En el caso de los
sedimentos, se ha analizado ademas con dos di-
luciones de la extraccion: a 1:10 y a 1:100, para
evaluar problemas de inhibiciones intrinsecas de
la muestra.

Calibrado de las cepas de referencia: Se procedi6 al
calibrado usando dos cepas de referencia: DNA
de la cepa de Madison (96-SAC) y cepa de refe-
rencia liofilizada del Instituto Pasteur (CIP
104983). La cuantificacion se realizé por conteo
de microorganismos con cdmara de Petroff (sé6lo
para la cepa francesa) y por cuantificacion de
ADN por espectofotometria (Nanodrop®).

Comparacion de la técnica de RT-PCR con otras téc-
nicas de PCR descritas para detectar C. botulinum C1
toxigénico: Se utilizaron otras dos técnicas de
PCR, en concreto una PCR anidada (WILLIAM-
SON et al. 1999) y otra PCR convencional (PRE-
VOT et al. 2007). Estas técnicas se han utilizado
en un total de 179 sedimentos y 95 muestras de
animales. En el caso de los sedimentos, éstos se
han analizado también para las diluciones 1:10
del extracto de ADN.

Meétodos de cultivo microbioldgico para el enriqueci-
miento de las muestras: Se han utilizado cultivos
en medio liquido y sélido.

Medio liquido: Se utiliz6 inicialmente un medio
de cultivo liquido comercial, disefiado para C. bo-
tulinum, con una base de carne cocida y suple-
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Zona hémeda
Afio Tablas Navaseca Jabalén Alcézar  Manjavacas Pedro Vicario TOTAL
2005 14 - 10 (2) 24 9 15 8 80 (2)
2006 11 - 9 1 - - 10 31
2007 68 - - 1 - - - 69
2008 - 14(1) 2(2) 13) - - - 27 (6)
TOTAL 93 14(1) 21 (4) 37 (3) 9 15 18 207 (8)
Tabla 1. Sedimentos muestreados por afio y zona hiimeda. Entre paréntesis: muestras de agua.
Table 1. Sediment sampling by year and wetland. In brackets: water samples.
~ Embalse del Tablas de Laguna de Alcézar de
i Jabalén (9) Daimiel (13) Navaseca (24) San Juan (29) Otros CLM (1)
2005 A plathyrhynchos (4) A plathyrhynchos (2) O leucocephala (3)°  H himantopus (1)
G chloropus (1)
A purpurea (1)@
B ibis (1)
2006  Bibis (1)° A plathyrhynchos (4)
F atra (2)
H himantopus (3)
L ridibundus (1)
2007  H himantopus (1)° A ferina (3)
A fuligula (3)
M angustirostris (1)
A acuta (1)
A crecca (1)
N rufina (1)
O leucocephala (1)
2008 A plathyrhynchos (12) L ridibundus (10)
F atra (5) H himantopus (3)
A crecca (3) F atra (1)
A clypeata (1) T tadorna (1)
A strepera (1) A strepera (1)
A acuta (1)
G gallinago (1)

Tabla 2. Aves muestreadas por afo y zona hiimeda. ? Aves muestreadas no sospechosas de botulismo.

Table 2. Bird samples by year and wetland @ Birds no suspected to have botulism.

Localizacién Tipo de invertebrado N° de pooles
Sedimento Pooles mixtos en sedimentos (quironémidos pricipalmente) 11
Quironémidos de sedimentos 5
Cadéver Larvas necréfagas de cadaveres 10
Moscas spp 2
Moscas verdes (Lucilia caesar) 3
Huevos de mosca 3
Pupas de mosca 1
Agua Corixidos (adultos y larvas) 2
Invertebrados sin identificar 5
Total pooles 42

Tabla 3. Pooles de invertebrados investigados segtin su localizacion.

Table 3. Pools of invertebrates investigated according to location.
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mentado con vitamina K1 y hemina (BD BBL Co-
oked meat medium with Glu, Hemin & Vit K).
Posteriormente se procedi6 a utilizar un caldo
con la misma formulacién, preparado en nuestro
laboratorio (caldo CBOT). Los dos caldos se tes-
taron con la cepa de referencia C. botulinum C
(CIP 104983) y se observé que ambos producian
crecimiento satisfactorio a 40 °C.

Medios sélidos: Se probaron cuatro medios sdli-
dos para intentar aislar la cepa de referencia a
40 °C y tener un stock de dicha cepa, asi como
sobre algunas muestras clinicas (de animales)
que resultaron positivas a la RT- PCR para tener
aislamientos de campo. Estos medios han sido:

e Difco™ Reinforced clostridial medium (BD,
Francia, Ref: 218081), afiadiendo 14 gr de agar
(BD Difco™ Bacto™ Agar, Ref: 214010).

e BD BBL™ CDC Anaerobe Blood Agar Plates
(BD, Francia, Ref: 256506)

¢ Bacto™ McClung Toabe agar base (BD, Ref:
294110), suplementado con huevo (BD Difco™
Egg Yolk Enrichment 50%, Ref: 233741) y sin
suplementar.

e Agar “Cooked meat” (Agar CBOT): con la
misma formulacién que el caldo CBOT, con
agar afiadido (BD Difco™ Bacto™ Agar, Ref:
214010) a razén de 15 gramos de agar por litro
de medio.

Enriquecimiento de las muestras por cultivo: Se han
realizado cultivos de muestras de aves del ciego,
contenido gastrico, intestino e hisopo cloacal. El
cultivo sobre invertebrados se ha realizado sobre
mezclas (pooles) de varios individuos. El cultivo
sobre sedimentos se ha realizado de dos mane-
ras: con el sedimento cultivado directamente y
tras un lavado del sedimento en solucion salina
fisiologica estéril.

Extracciones de ADN de muestras de sedimento: Se
ha utilizado un kit comercial para muestras de
suelo (PowerSoil™ DNA isolation kit, MoBio,
Canadd). Las extracciones se realizaron sobre
muestras de sedimento directamente (N=46) y
sobre muestras de sedimento cultivado (N=207).
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Extracciones de ADN de muestras de origen animal
(aves e invertebrados): Las muestras de origen ani-
mal se procesaron mediante cultivo en medio li-
quido con el mismo procedimiento que para
sedimentos cultivados. El total de muestras inves-
tigadas mediante cultivo previo fue de N=330
para muestras de aves y de N=42 para muestras
de invertebrados. Para extracciones directas se uti-
liz6 otro kit de extracciéon (DNAeasy blood and
tissues kit, Qiagen, Alemania), para un total de 43
muestras (todas de aves), siguiendo el protocolo
de la casa comercial. Mayoritariamente eran
muestras positivas con cultivo previo, tanto de
contenidos géstricos (N=7), como de intestinos
(N=13), ciegos (N=8) y larvas necréfagas (N=2)
para evaluar la sensibilidad del cultivo frente a la
extraccion directa. Se seleccionaron ademds otras
muestras negativas de animales que habian resul-
tado positivos en otros tejidos (N=13).

Inhibiciones de la PCR: Se comparé varias técnicas
de extraccion de ADN de sedimentos, asi como
de varias diluciones del ADN extraido para eva-
luar posibles inhibiciones de la PCR. También se
compard entre extracciones de ADN directas y
con pre-enriquecimiento por cultivo en caldo
CBOT, tanto para sedimentos (N=176) como para
muestras de animales (N=43).

Relacion entre presencia de Clostridium
botulinum en humedales y las caracteristicas
fisico-quimicas del sedimento

Para la determinacion de las caracteristicas fisico-
quimicas del sedimento, se tomaron 10 g de sedi-
mento que habia sido conservado congelado y se
mezclaron con 30 ml de agua Milli-Q durante 30
minutos en un agitador. Posteriormente se dejaron
reposar 2 minutos y se midi6 el pH de la solucion.
Dicha solucién se filtré bajo vacio a través de papel
de filtro de 0,45 m. El liquido filtrado se us6 para
determinar PO,", NO,, NO,"y CI  solubles en agua
mediante pruebas basadas en espectrofotometria
UV/Vis y kits de Merck (Sprectroquant®). La hu-
medad y la pérdida de materia por combustion
fueron determinadas secuencialmente, primero se-
cando la muestra a 120 °C en una estufa para cal-
cular la cantidad de agua presente en la muestra y
después calentando la muestra en un horno mufla
a 450 °C para calcular el contenido total de carbono
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combustible y de esta forma estimar la cantidad de
materia organica.

RESULTADOS

Brotes de botulismo registrados en Castilla
la Mancha durante los tltimos 20 afios

El botulismo es una intoxicacién frecuente en las
aves de los humedales castellano-manchegos.
Desde 1978 se han registrado 13 brotes de botu-
lismo repartidos en varias zonas: lagunas manche-
gas de Toledo, Ciudad Real y Cuenca, las Tablas de

Daimiel, y las colas de los embalses del Vicario y
de la Vega del Jabalon (Fig. 1). El nimero de aves
encontradas muertas en estos brotes ronda los
20.000 individuos de mas de 50 especies (Tabla 4).

Cabe destacar la gran diversidad de especies en-
contradas muertas. Entre las que se han encontrado
afectadas con mayor frecuencia estdn Egretta gar-
zetta, Anas clypeta, Anas crecca, Anas platyrhynchos,
Anas strepera, Fulica atra, Himantopus himantopus, Re-
curvirostra avosetta, Vanellus vanellus, Calidris minuta,
Larus ridibundus y Philomachus pugnax (Tabla 4).
Entre estas especies podemos encontrar a aves con
dietas herbivoras Anas strepera, Fulica atra), piscivo-
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Figura 1. Brotes de botulismo registrados en los humedales manchegos desde 1978 hasta 2008.
Figure 1. Botulism outbreaks in wetlands of Castilla-La Mancha from 1978 to 2008.

ras (somormujos y ardeidos), insectivoras o con die-
tas basadas en invertebrados (limicolos) y otras mas
omnivoras (diversas especies de patos).

En la mortalidad registrada en la laguna de Nava-
seca a finales de septiembre de 2008, se censaron
las aves presentes el 29 de septiembre y se anotaron
las aves encontradas muertas de las mismas espe-
cies al dia siguiente (Figura 2). Se puede destacar la
mayor presencia relativa entre las aves muertas de
Anas crecca, Anas clypeata 'y Anas platyrhynchos, y
por el contrario la ausencia de Oxyura leucocephala
muertas ese dia, y en general del bajo niimero de
animales encontrados muertos en todo el brote
(<10 ejemplares) a pesar de estar entre las tres es-
pecies mds abundantes en la laguna en esas fechas.

Como es sabido, los brotes de botulismo se han pro-
ducido en los meses de mas calor, aunque en oca-
siones se llegan a producir al principio del otofio,

cuando las temperaturas empiezan a disminuir,
como por ejemplo en el dltimo brote de la laguna de
Navaseca en 2008. No obstante, se observa que los
afios en que han aparecido los principales brotes de
botulismo se han registrado temperaturas medias
elevadas en el mes de julio (Fig. 3).

Desarrollo de la técnica de deteccion de
Clostridium botulinum por RT-PCR

La técnica de RT-PCR desarrollada se describe
con detalle en SANCHEZ-HERNANDEZ et al.
(2008).

Calibrado/limite de deteccién de la RT-PCR con cepas
de referencia: El limite de deteccion en la RT-PCR
ha sido de entre 9 pg y 500 pg en funcién de la
muestra analizada, con tiempos de CT hasta
46,74. Tras realizar la extraccién de las cepas de
referencia con muestras de sedimento y/o ani-
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Familia Especie 1978 1998 1999 2002 2004 2005 2006 2008  Totdl
Podicipedidae ~ Podiceps cristatus 7 7
Podiceps nigricollis 61 2 63
Tachybaptus ruficollis 22 3 1 26
Podiceps sp 3 3
Ardeidae Ardea cinerea 2 37 2 1 1 43
Ardea purpurea 18 1 19
Ardeola ralloides 3 3
Bubulcus ibis 8 39 1 48
Egretta alba 1 1
Egretta garzetta 14 271 1 1 287
Ixobrychus minutus 6 )
Nycticorax nycticorax 2 8 1 11
Ciconiidae Ciconia ciconia 1 1 4 4 9 22
Phoenicopteridae Phoenicopterus ruber 3 2 5
Anatidae Anas acuta 67 1 68
Anas clypeata 888 7 347 31 31 1.004
Anas crecca 637 37 13 107 4] 835
Anas penelope 3 3
Anas platyrhynchos 933 168 8.127 46 339 478 79 10.170
Anas querquedula 11 11
Anas strepera 34 1.361 1 8 5 18 1.427
Aythya ferina 98 71 2 2 173
Aythya nyroca 1 1
Netta rufina 82 3 85
Oxyura leucocephala 1 5 2 8
Tadorna tadorna 1 1 2
Accipitridae Buteo buteo 1 1
Circus aeruginosus 4 1 5
Phasianidae Alectoris rufa 1 1
Rallidae Fulica atra 345 587 750 3 32 35 112 16 1.880
Gallinula chloropus 2 16 75 2 6 3 104
Rallus rallus 1 25 26
Recurvirostridae  Himantopus himantopus 307 191 38 11 15 6 16 2 586
Recurvirostra avossetta 206 13 219
Charadridae Charadrius alexandrinus 66 66
Charadrius dubius 95 95
Charadrius hiaticula 40 1 41
Vanellus vanellus 376 7 6 1 1 2 393
Scolopaciae Actityis hypoleucos 7 1 8
Calidris alpina 51 51
Calidris canutus 6 6
Calidris ferruginea 163 163
Calidris minuta 296 296
Gallinago gallinago 75 2 1 6 84
Limosa limosa 75 75
Philomachus pugnax 275 19 2 296
Tringa glareola 2 2
Tringa nebularia 12 1 13
Tringa ochropus 4 1 2 7
Tringa totanus 115 115
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Familia Especie 1978 1998 1999 2002 2004 2005 2006 2008 Total
Glareolidae Glareola pratincola 1 1
Limicolas ND 1 1
Laridae Larus michahellis 1 1
Larus ridibundus 316 343 117 15 4 2 797
Larus spp 65 65
Sternidae Chlidonias hybridus 19 18 37
Chlidonias niger 7 7
Gelochelidon nilotica 34 1 1 36
Sterna milotica 60 60
Sterna albifrons 1 1
Sterna hirundo 3 3
Tytonidae Tyto alba 1 1
Laniidae Lanius senator 1 1
Passeriformes Calandrella brachydactila 4 4
Columbidae Columba libia 1 1
Total 5763 1.390 10.980 42 170 548 781 206 19.880

Tabla 4. Recopilacién de los datos de mortalidades de aves acuaticas registrados en humedales castellano-manchegos en el periodo
1978-2008.

Tabla 4. Mortality data compiled from the different outbreaks of botulism occurred in wetlands from Castilla-La Mancha in the pe-
riod 1978-2008.
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Figura 2. Relacion entre la abundancia relativa de diferentes especies de aves acuaticas en las aves censadas vivas y las encontra-
das muertas durante el brote registrado en la laguna de Navaseca (Daimiel).

Figure 2. Relationship between relative abundance of different wetland species in counted alive and found dead birds during the
outbreak recorded in the Navaseca lagoon (Daimiel).
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Figura 3. Relacion entre la mortalidad de aves en brotes de botulismo y la temperatura media registrada en el mes de julio.

Figure 3. Relationship between the mortality of birds in botulism outbreaks and the average temperature in July.

males, esta RT-PCR bajo su deteccion entre 1y 2
factores de dilucion. El calibrado mediante con-
teo en cdmara de Petroff dio resultados muy
bajos en comparacion al calibrado de ADN de re-
ferencia, indicando que el recuento puede incluir
microorganismos sin el fago.

Comparacion entre técnicas de PCR: en sedimentos,
ninguno result6 positivo a la PCR convencional y
s6lo 3/11 positivos a RT lo fueron para la PCR ani-
dada. En muestras de animales, también la técnica
de RT-PCR ha obtenido la mejor sensibilidad, aun-
que cabe destacar que una muestra negativa para
RT-PCR fue positiva para la PCR anidada.

Comparacion en el procesado de los sedimentos (ex-
traccion directa, cultivo sin lavado con SSF y cultivo
con lavado): Después de tener la mayoria de los
sedimentos muestreados, se procedi6 a realizar
un estudio comparativo en el procesado de los
mismos, para determinar cudl de estos procesos
era mas adecuado. Se seleccionaron un total de 8
sedimentos que habian resultado positivos en
una primera fase de andlisis, mediante el cultivo
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sin lavado con SSF (Tabla 5). Seis de 8 sedimentos
habian resultado positivos utilizando la extrac-
cion de ADN (dilucién 1) y otros 2 sedimentos
habian resultado positivos tras una dilucién de
la extraccion 1:10 en agua libre de ADNa-
sas/ARNasas. No se han encontrado diferencias
significativas entre los tratamientos de cultivo
con y sin lavado con SSF. En cambio, el cultivo
aumenta la sensibilidad en la detecciéon compa-
rado con la extraccion directa (Tabla 5).

Comparacion de la extraccion directa versus cultivo
previo para muestras de origen animal: La sensibili-
dad de la extraccion directa frente al cultivo pre-
vio fue muy baja, con un valor del 36,6%. No
obstante, de las 13 muestras inicialmente negati-
vas con cultivo previo, 3 fueron positivas a la ex-
tracciéon directa (Tabla 6). Dichas muestras
negativas procedian de animales que habian re-
sultado positivos en otras muestras.

Aislamiento de C. botulinum de las muestras de
campo: Sobre diversas muestras cultivadas en
medio liquido que resultaron positivas a RT-PCR
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Tratamiento3
SSF + cultivo Cultivo SSF + directo

Sedimento! 1 1:10 1 1:10 1 1:10

9
58
60

169
95
127
]2
22

Total positivos 5/8 4/8 3/8
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Tabla 5. Resultados de la RT-PCR sobre tres tratamientos de los sedimentos. SSF: Solucién salina fisiol6gica.
Table 5. Results of RT-PCR with sediments processed with three different treatments. SSF: Saline solution.
IReferencia del sedimento positivo (por cultivo).

2Estos sedimentos habian resultado positivos previamente sélo a la dilucién 1:10 del extracto de ADN.

3SSF y cultivo: lavado con SSF y cultivo; Cultivo: cultivo sin lavado; SSF y directo: lavado con SSF y extraccién directa; positivo: po-
sitivo en algtin caso en este estudio comparativo. 1:1 RT-PCR sobre ADN tal cual; 1:10 RT-PCR sobre una dilucion 1:10 de la extrac-

cion tras el tratamiento.

+ directo/ + cultivo

+ directo/—cultivo

Contenidos géstricos 4/7 2/8

Ciegos 0/8 1/3

Intestinos 5/13 0/2

Larvas necréfagas 2/2

Total 11/30 3/13

Tabla 6. Comparacion de las extracciones directas versus cultivo previo.

Table 6. Comparison between direct extraction and pre-enrichment culture.

se intent6 el aislamiento en medio sélido. En tin-
ciones de esporas, tras un mes en caldo a 4 °C, se
podian ver las formas esporuladas tipicas de C.
botulinum y alos tres meses, un incremento en el
numero de esporas libres. No obstante, tras va-
rios intentos de aislamiento de colonias sospe-
chosas en medios sélidos, no pudimos aislar
ninguna cepa de campo principalmente por la
abundante presencia de diversas bacterias en las
muestras, en muchos casos invasivas o por una
pérdida de multiplicacién del fago que vehicula
el gen en los diferentes pases en medio de cultivo
liquido y sélido.

Relacion entre presencia de Clostridium
botulinum y las caracteristicas fisico-quimicas
del sedimento

Prevalencia de C. botulinum toxigénico en sedimen-
tos: La prevalencia total ha sido del 5,8%. Si se se-

para por zonas humedas, la que ha obtenido
mayor prevalencia ha sido Alc4zar de San Juan,
seguida del pantano de la Vega del Jabalén y de
las Tablas de Daimiel, con prevalencias del 10,8%,
9,5% y 6,5%, respectivamente (Tabla 7). Si tene-
mos en cuenta el muestreo s6lo en momentos
donde se registra un brote de botulismo, la pre-
valencia que se obtiene es del 66,8% (3/11 mues-
tras) en el brote de Alcazar en julio de 2008,
seguido del 20% (2/10 muestras) para el brote del
Jabalén en julio del 2005 y finalmente 7,4% (5/68)
para el brote en las Tablas de Daimiel en julio de
2007. Curiosamente, no se obtiene ningtn sedi-
mento positivo en el brote registrado en la laguna
de Navaseca de Daimiel en septiembre de 2008
sobre un total de 14 sedimentos analizados
(Tabla 7). Todas las muestras de sedimento posi-
tivas a C. botulinum fueron tomadas en verano, y
no se detect6 la bacteria en ninguna de las mues-
tras tomadas en invierno (N=30).
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Afio Tablas Navaseca Jabalén Alcézar  Manjavacas Pedro Vicario Total
2005 1/14 - 2/10 1/24 0/9 0/15 0/8 4/80
2006 0/ - 0/9 0/1 - - 0/10 0/31
2007 5/68 - - 0/1 - - - 5/69
2008 - 0/14 0/2 3/11 - - - 3/27
Totall 6/93 0/14 2/21 4/37 0/9 0/15 0/18 12/207

Tabla 7. Distribucion de los sedimentos positivos muestreados por afios y por zonas hiimedas (sedimentos positivos/total sedi-

mentos muestreados).

Table 7. Distribution of positive sediments by year and wetland (positive sediment/total sediments sampled).

Ninguna de las 8 muestras de agua recolectada
en humedales en un brote de botulismo obtiene
un resultado positivo. Todos los sedimentos y
aguas se analizaron en la RT-PCR con el ADN ex-
traido seguin el protocolo, y a diluciones de 1:10
y 1:100. Hay que destacar que 5 de los 12 sedi-
mentos positivos lo fueron sélo a una dilucién
1:10 de la extraccion de ADN. Sé6lo 2 de los 5 se-
dimentos positivos a la dilucién 1:10 lo fueron
también a 1:100.

Caracteristicas fisicoquimicas del sedimento: Las ca-
racteristicas fisicoquimicas de los sedimentos
analizados no evidencian ningtn patrén claro
entre la presencia de Clostridium botulinum toxi-

génico tipo C en los sedimentos con el pH, hu-
medad, cantidad de materia orgénica, PO,", NOj;’
, NO,". Unicamente cabe destacar que sélo se ha
detectado C. botulinum tipo C en muestras con
unos niveles méas bajos de CI', lo que puede indi-
car la menor presencia de la bacteria en hume-
dales més salinos (Figura 4).

Valorar el uso de 1a RT-PCR como técnica de
diagnéstico de brotes de botulismo en aves
acuaticas

Prevalencias animales procedentes de humedales de
Castilla-la-Mancha: En total se han analizado 70
animales de humedales de Castilla-la-Mancha
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Presencia de C. botulinum

Figura 4. Concentracion de CI” en sedimentos y relacién con la deteccién de Clostridium botulinum tipo C.

Figure 4. Sediment Cl" concentration and its relationship with detection of Clostridium botulinum type C.
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con sospecha de botulismo, con un total de 194
muestras. Ninguna de las 12 muestras de los 6
animales sin sospecha de botulismo ha resultado
positiva a la RT-PCR. La prevalencia total por
animal ha sido del 41% (29 de 70 aves). La pre-
valencia en animales por zonas ha sido de 83,3%
en el pantano del Jabalén para el brote de julio de
2005, 38,5% en el PN de las Tablas de Daimiel en
los dos afios analizados, 29,2% en la laguna de
Navaseca de Daimiel en el brote de septiembre
de 2008 y del 42,3% entre los dos brotes de Alca-
zar de San Juan.

La prevalencia por muestras analizadas de ani-
males sospechosos de botulismo ha sido del 23,2%
(45 muestras positivas de 194 muestras de anima-
les sospechosos). Dada la heterogeneidad del

muestreo, se ha construido una tabla de la distri-
bucién de la positividad en los animales que han
resultado positivos para alguna de las muestras,
para indicar cual es muestra mas probable de con-
tener la presencia de C. botulinum toxigénico
(Tabla 8). El ciego ha resultado la muestra en que
se detecta la bacteria con mayor frecuencia con un
72,3% del total analizado, seguido del hisopo clo-
acal (57,1%) y del intestino (53,8%).

Prevalencia sobre animales controles: Ninguna de las
74 muestras utilizadas como controles ha resul-
tado positiva a la RT-PCR.

Prevalencias por especies analizadas de todas las proce-
dencias (Castilla-La Mancha y Valencia): ademds de
los animales muestreados de los humedales man-

Afio Lugar Referencia animal

Larvas

Ciego Hisopo

cloacal

Intestino

delgdo

Contenido
gdstrico

2005 Jabalén BOT32
BOT33
BOT34
BOT35
BOT38
BOT39

Tablas BOT40

- - +

I+ + 1
-+

+ 1
|

2006 Alcazar A66/07

A117/07

2007 Tablas A244/07
A235/07
A238/07

A237/07

+
|

2008 Alcézar A 136/08
A144/08
A145/08
A146/08
Cig 16
Focha 13
Reidora 6
Reidora 7
Reidora 8
AO08 188
A08 196
A08 201
A08 211
A09 001
AO09 003
A09 006

Navaseca

I+ 4+ 1+
I+
+

I
L+ + + + + 1
+

[
L+ + 1+
I+ 1+ + 1+

o+ L+ o+ o+ o+

Tabla 8. Distribucién del resultado de la RT-PCR sobre las muestras por animal que ha resultado positivo en alguna de las mues-

tras (—: negativo, +: positivo, celda vacia: no analizado).

Table 8. Distribution of the RT-PCR results from samples in the animals where some sample was positive (—: negative, +: positive,

empty: not tested).
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chegos, se analizaron un total de 35 aves proce-
dentes de brotes de mortalidades de la comunidad
valenciana, con sospecha de intoxicaciéon por bo-
tulismo o por toxinas de cianobacterias. A pesar de
que en muchas especies se disponga de pocos
ejemplares, cabe destacar las elevadas prevalencias

«Anélisis del riesgo de intoxicacién por botulismo en malvasia cabeciblanca»

(>50%) de las especies con tamafio muestral de
mas de 10 individuos. Ademas, mas de la mitad de
los ejemplares de malvasia cabeciblanca (O. leuco-
cephala) han resultado positivos. Si agrupamos las
especies por familias, las especies de gaviotas son
las que tienen una mayor prevalencia (Tabla 9).

Familias Especie Prevalencia (%) Prevalencia por familia (%)
Anatinae A plathyrhynchos 11/22 (50) 18/41 (43.9)
A crecca 1/4 (25)
A clypeata 1/1(100)
A strepera 0/2 (0)
A acuta 0/2 (0)
A ferina 2/3(66,7)
A fuligula 1/3(33,3)
N rufina 0/1(0)
T tadorna 0/1(0)
M angustirostris 2/11(18,2)
Oxyurinae O leucocephala 4/7 (57 1) 4/7 (57 1)
Rallidae G chloropus 0/1(0) 2/9(22,2)
F atra 2/8 (25)
Ardeidae B ibis 1/2 (50) 1/2 (50)
Laridae L ridibundus 10/19 (52,6) 12/26 (70,1)
L michaellis 1/5 (20)
L fuscus 0/1 (0)
L audouinii 1/1(100)
Charadriidae R avosetta 2/2 (100) 4/11 (36,4)
H himantopus 2/8 (25)
G gallinago 0/1(0)

Tabla 9. Prevalencia de botulismo a RT-PCR por especies muestreadas.

Table 9. Botulism prevalence to RT-PCR by species sampled.

Estudiar la implicacién en la epidemiologia
del botulismo de invertebrados acuaticos e
insectos necréfagos en sus diferentes fases del
ciclo vital

Sobre el total de 42 pooles de invertebrados anali-
zados, la prevalencia ha sido del 26,2%. Silo agru-
pamos por tipo de invertebrado, la mayor
prevalencia reside en los invertebrados proceden-
tes de los cadédveres, principalmente en las mos-
cas verdes Lucilia caesar (Tabla 10). De los 10
animales en los que se ha analizado el contenido
digestivo y a su vez larvas de mosca, 6 han sido
positivos en contenido digestivo, y 3 de ellos tam-
bién lo fueron en sus larvas. A pesar de tener una
muestra muy baja, cabe resaltar que un animal fue
positivo en la muestra de larva necréfaga y nega-
tivo en muestras de contenido gastrico y ciego.
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DISCUSION

Desde 1978 se han registrado 13 brotes de botu-
lismo en diversos humedales y lagunas manche-
gas, principalmente en la provincia de Ciudad
Real. El ntimero oficial de aves encontradas
muertas en todos estos brotes oscila alrededor de
20.000 individuos de més de 50 especies que con-
viven en estas zonas hiimedas, siendo el grupo
de las anatidas las més afectadas en valores ab-
solutos (s6lo A. platyrhynchos alcanza el 50% del
total de aves muertas registradas).

Los brotes se han producido en la estacion de ve-
rano, principalmente en el mes de julio (7 de los
13 brotes, Fig. 1), como ocurre en otras partes del
mundo (FRIEND & FRANSON 1999). De entre
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Localizacién Tipo de invertebrado Positivos Positivos por localizacién
Sedimento Pooles mixtos en sedimentos (quironémidos principalmente) 2/11 3/16
Quironémidos de sedimentos 1/5
Cadéver Larvas necréfagas de cadéveres 4/10 7/19
Moscas spp 0/2
Moscas verdes 2/3
Huevos de mosca 0/3
Pupas de mosca 1/1
Agua Corixidos (adultos y larvas) 1/2 1/7
Invertebrados sin identificar 0/5
Total pooles 11/42 11/42

Tabla 10. Resultados de la RT-PCR sobre diversos tipos de pooles de invertebrados investigados y por localizacién (sedimento, ca-

daver y agua).

Tabla 10. Resultados de la RT-PCR sobre diversos tipos de pooles de invertebrados investigados y por localizacién (sedimento, ca-

daver y agua).

los factores climatolégicos recopilados, sélo
hemos observado una correlacién entre la apari-
cién de los brotes y las elevadas temperaturas
medias de més de 26 °C en el mes de julio. De
hecho, la temperatura elevada es un factor im-
portante que incrementa la expansion de los bro-
tes de botulismo, por el hecho de que favorecen
la descomposicion de los cadédveres afectados
donde el bacilo se multiplica en condiciones fa-
vorables de anaerobiosis (WOBESER 1997;
FRIEND & FRANSON, 1999; ROCKE 2006;
SOOS & WOBESER, 2006). Sin embargo, existen
brotes de botulismo en otras épocas del afio, al
tfinal del invierno o principio de la primavera,
pero éstos estan asociados a episodios ocurridos
en el verano anterior (FRIEND & FRANSON
1999). En otras muestras de aves analizadas de la
comunidad valenciana, hemos observado un
total de 11/35 intestinos positivos a C. botulinum
toxigénico que fueron muestreados en diversas
épocas del afo, incluidos algunos individuos de
finales de invierno y principio de primavera (9
de los 11 positivos), lo que puede indicar la exis-
tencia de brotes o animales portadores fuera de la
época estival en estos humedales costeros.

Para detectar C. botulinum tipo C toxigénico se ha
utilizado una técnica molecular que amplifica
una region del gen que codifica para la toxina, di-
sefiando una PCR a tiempo real (RT-PCR) con
una sonda especifica TAQMAN® (SANCHEZ-
HERNANDEZ et al. 2008). Dicha RT-PCR se ha
validado con dos cepas de referencia (96-SAC de

la Universidad de Wisconsin y CIP 104.983 del
Instituto Pasteur). Esta RT-PCR permite analizar
un elevado niimero de muestras y ademas ha re-
sultado mads sensible que otras técnicas de PCR
convencionales descritas en la literatura (WI-
LLIAMSON et al. 1999; PREVOT et al. 2007).
Otras de las ventajas de una RT-PCR sobre las
PCR convencionales es que se permite cuantifi-
car el ADN de la muestra con un calibrado del
ADN control. En nuestro caso, s6lo ha sido posi-
ble mediante la cuantificacién de ADN de la cepa
de Madison, sin tener certeza de cuantos micro-
organismos contiene dicho control positivo. E1 1i-
mite de deteccion ha resultado ser mas bajo que
lo que se cita en otros trabajos publicados por
conteo de microorganismos (WILLIAMSON et al.
1999). De todos modos, consideramos arriesgado
realizar conteos de bacilos para cuantificar, pues
el gen de C. botulinum C toxigénico es vehiculado
a través de un fago especifico, y por lo tanto de-
beria realizarse un conteo de fagos, una técnica
muy costosa en tiempo e infraestructura.

La prevalencia C. botulinum tipo C toxigénico en
207 muestras de sedimentos ha sido del 5,8% en
el total de los sedimentos analizados. Esta baja
prevalencia es comparable a la de otras zonas
analizadas en Espafia, como es el caso de las ma-
rismas del Guadalquivir, zona endémica de bo-
tulismo, con una prevalencia del 1,7% en 15
sedimentos analizados (CONTRERAS DE VERA
et al. 1991) o del 18% en un total de 44 sedimen-
tos analizados de tres zonas de la campifia de Se-
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villa y Cérdoba (CONTRERAS DE VERA et al.
1987). En otros lugares del mundo, se han encon-
trado elevadas prevalencias en sedimentos, tanto
en zonas con elevado riesgo de botulismo como
en zonas donde no se producen brotes (SAN-
DLER et al. 1993). En nuestro estudio, solo se ha
detectado C. botulinum tipo C toxigénico en sedi-
mentos recogidos durante los brotes de botu-
lismo. Esto también ha sido observado por otros
autores (ZECHMEISTER et al. 2005), aunque en
este caso, la existencia de C. botulinum tipo C to-
xigénico existi6 tanto en zonas con elevado riesgo
COmMO en zonas con poco riesgo, pero con una pro-
babilidad mucho menor para estas tltimas. Cu-
riosamente, ningin sedimento de la laguna de
Navaseca recolectado en el momento de brote, ha
resultado positivo. De hecho, la presentaciéon de
este episodio se origind justo después de unas
tuertes lluvias que sobrepasaron la capacidad de
carga de la depuradora que vierte las aguas a esta
laguna. Dicho brote ocurri6 a finales de septiem-
bre de 2008, una fecha poco usual en los brotes de
botulismo registrados en Castilla-La Mancha. De
las caracteristicas fisico-quimicas de los sedimen-
tos, incluyendo pH, salinidad, presencia de ma-
teria organica y otros microelementos, hemos
observado que los positivos a C. botulinum tipo C
toxigénico han sido sélo aquellos que han pre-
sentado menores concentraciones de cloruros so-
lubles en sedimento (Fig.4). Este déficit en
salinidad en muestras ambientales es un factor
predisponente en el riesgo de aparicion de botu-
lismo (FRIEND & FRANSON 1999).

Hemos detectado la presencia de C. botulinum en
varios invertebrados, tanto de cadaveres como
del entorno (de agua y de sedimentos), recolec-
tados s6lo en momentos de brotes de botulismo.
Esta positividad se ha detectado sobretodo en po-
oles de moscas que ponen huevos en cadaveres
(Lucilia caesar), asi como en sus larvas necréfagas
y pupas, todas ellas procedentes de cadéveres.
Esto tiene una implicacién epidemiolégica, pues
las formas adultas pueden favorecer la disper-
sion del bacilo hacia otros cadaveres magnifi-
cando el brote. En realidad, es bien conocido el
ciclo cadaver en descomposicion-larvas necrofa-
gas del cadaver acumulando toxina-ingestion de
larvas por otras aves (WOBESER 1997; FRIEND
& FRANSON 1999; ROCKE 2006), y de hecho la
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mayoria de los estudios de invertebrados se cen-
tran en trabajos sobre larvas necréfagas, pero
pocas veces se ha citado a la mosca adulta como
portadora (bien en su digestivo o simplemente
como vector mecénico). Este apartado de trans-
misién mecanica debiera estudiarse en profundi-
dad mediante estudios experimentales. En un
estudio de un brote ocurrido en Checoslovaquia,
los autores observan una elevadisima proporcion
de invertebrados positivos (casi el 100%) recolec-
tados en cadaveres (tanto en larvas necréfagas y
pupas) pero no en otros invertebrados recolecta-
dos en sedimento o agua a mas de 5 metros de
distancia de los cadaveres (HUBALEK & HA-
LOUZKA 1991). En nuestro estudio también lo
hemos detectado en invertebrados recolectados
en el sedimento (quironémidos) y de aguas (co-
rixidos), todos ellos recolectados en el brote de
Navaseca, donde ninguno de los 14 sedimentos
analizados portaba el gen. El pato cuchara y la
cerceta comun son dos especies altamente afec-
tadas en los brotes de botulismo (ver Fig. 2).
Ambas especies se alimentan de corixidos y otros
invertebrados en la superficie y la columna de
agua, por lo tanto, pueden intoxicarse adqui-
riendo esos invertebrados positivos a C. botuli-
num del agua y de los sedimentos en momentos
de brote. Por otra parte, alrededor de los cadave-
res de aves que flotan en la laguna es frecuente
observar la presencia de larvas de mosca en la su-
perficie del agua, por lo que estas especies de
anatidas también podrian intoxicarse mas fre-
cuentemente por esta causa.

En cuanto a valorar la técnica de RT-PCR como
técnica de diagnodstico de botulismo en animales
sospechosos, hemos observado una sensibilidad
baja, con un valor del 41% del total de 70 anima-
les analizados. Si valoramos esta prevalencia por
brotes registrados, las prevalencias por animal
fueron de 100% y 56% para los brotes del Jabalon
del 2005 y de Alcézar del 2008 (datos no mostra-
dos), pero en cambio, para el brote de Navaseca,
donde se analizaron 4 muestras por animal in-
cluyendo el ciego, esta prevalencia no alcanzé el
30%. Sobre el total de muestras analizadas, la pre-
valencia fue todavia menor, con un valor que no
lleg6 al 25% de 194 muestras analizadas. Si valo-
ramos la positividad por muestras analizadas, la
que alcanza mayor sensibilidad ha sido la mues-
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tra de ciego, con una probabilidad del 72%. Con
ello queremos destacar que la muestra de elec-
cién para detectar C. botulinum en cadaveres va
a ser el ciego. Otra muestra menos invasiva, pero
que parece ser valida, es la muestra de hisopo
cloacal. Esto debiera estudiarse en profundidad
también para animales sospechosos vivos. Si
comparamos la técnica del bioensayo, que es la
técnica considerada como “gold estandar”, que
garantiza la intoxicacién por botulismo, tampoco
alcanza una sensibilidad elevada. En casos clini-
cos sospechosos de botulismo sélo sale positiva
en algunos de los animales con un cuadro clinico
muy marcado (U. Hofle, datos no publicados). En
datos publicados por el centro de referencia de
botulismo del instituto Pasteur, estos valores os-
cilan entre el 22% y 56% de muestras de aves sos-
pechosas de botulismo, testadas en diversos afios
(http:/ /www.pasteur.fr/sante/clre/cadrecnr/a
naer/anaer-rapport2006.pdf, pp18). Es decir, nin-
guna de las técnicas va a asegurar al 100% que
un animal sospechoso lo sea realmente.

Otro aspecto importante para explicar la presen-
tacion de los brotes de botulismo es la presencia
de portadores sanos de C. botulinum toxigénico,
que por cualquier causa de muerte empiecen los
brotes de botulismo por el crecimiento del bacilo
en condiciones favorables de temperatura y ca-
daver en putrefaccion. De hecho, més de la mitad
de patos sanos procedentes de humedales con
brotes de botulismo pueden portar el bacilo
(REED & ROCKE 1992). Asimismo existen cepas
aisladas en muestras de faisanes sanos (HARI-
HARAN & MITCHELL 1976), e incluso de tila-
pias (NOL et al. 2004). En nuestro caso, hemos
analizado un total de 74 animales como posibles
portadores sanos o controles, siendo negativo
para todos ellos. Esta muestra que hemos utili-
zado como controles ha sido muy sesgada, pues
exceptuando 20 patos del PN de las Tablas de Dai-
miel muestreados en un afio sin brote, el resto han
sido muestras procedentes de zonas 0 momentos
con muy baja casuistica de botulismo, a pesar de
ser especies de riesgo como las gaviotas. Este
apartado debe ser estudiado en profundidad, am-
pliando la muestra de portadores en humedales
manchegos donde regularmente se producen bro-
tes, y pudiera realizarse en muestras de hisopos
cloacales en patos capturados vivos.

CONCLUSIONES

A pesar de que en el brote de Navaseca en sep-
tiembre de 2008 la malvasia cabeciblanca no re-
sulté ser una especie muy afectada por el
botulismo, los datos existentes de brotes anterio-
res indican que se trata de una especie sensible,
ya que hay 8 casos registrados de muerte por bo-
tulismo entre 1978 y 2008. Por otra parte, en cua-
tro de las seis malvasias cabeciblancas analizadas
de la comunidad valenciana se ha podido detec-
tar la presencia de C. botulinum. La experiencia
en los centros de recuperacién de fauna salvaje
también indica que ingresan regularmente algu-
nos ejemplares de esta especie cuando se dan
brotes de botulismo. También resulta interesante
la deteccion de C. botulinum en quironémidos, ya
que son una parte importante de la dieta de la
malvasia cabeciblanca (SANCHEZ et al. 2000).

En base a los datos que tenemos, podemos iden-
tificar zonas con mayor presencia de C. botulinum
en sedimentos (Laguna Permanente, Morenillo,
Cola del embalse de la Vega del Jabalon, Laguna
de la Veguilla) que deberan ser especialmente
monitorizadas en los veranos en que la tempera-
tura media de julio sea elevada (>26 °C). Plante-
amos la posibilidad de monitorizar la presencia
de cadéveres de C. botulinum mediante el mues-
treo activo de adultos de Lucilia caesar, ya que se
ha visto que pueden ser portadoras de la bacteria
y por lo tanto tener un papel importante en la
ecologia de la enfermedad. La RT-PCR puede ser
utilizada como técnica rapida y poco costosa
para valorar la existencia de brotes de botulismo
a partir de ciegos de las aves muertas. Por tltimo,
sugerimos la creacion de un protocolo de actua-
cién en mortalidades masivas de aves acuaticas
coordinado entre las diferentes administraciones
que gestionan los humedales castellano-man-
chegos. Dada la importancia de la retirada de ca-
daveres para evitar la amplificacion de los brotes
por las larvas de mosca acumuladoras de toxina,
se deberia contemplar la posibilidad de incre-
mentar el personal dedicado a la retirada y eli-
minacién de caddveres durante la aparicion de
brotes y dotar a estos trabajadores de equipa-
miento especializado para llevar a cabo estos tra-
bajos de forma segura y efectiva.
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