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Resultados.  El 58% de las cepas de C.
perfringens tuvo efecto inhibitorio sobre el cre-
cimiento de C. botulinum; al menos dos cepas
inhibían totalmente el efecto de la toxina
botulínica en los cultivos mixtos aún cuando se
demostró la presencia de células viables de C.
botulinum. El número mínimo de células de C.
perfringens necesarias para lograr lo anterior fue
de 108 células.
Conclusión.  Es posible que la presencia de C.
perfringens limite el aislamiento o demostración
de C. botulinum en suelos costarricenses.  Se re-
quiere investigar si las cepas nativas de C.
perfringens tienen efecto sobre otras cepas y otros
grupos de C. botulinum.
(Rev Biomed 1999; 10:209-215)
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RESUMEN.
Introducción.  La frecuencia de aislamiento de
Clostridium botulinum en Costa Rica y en otros
sitios es baja, en tanto que C. perfringens es la
especie toxigénica más abundante en la naturale-
za.  Se ha descrito que C. perfringens podría im-
pedir el aislamiento de  C. botulinum o la pro-
ducción de su toxina a partir de muestras de sue-
lo, razón por la cual se pensó en investigar el efec-
to al respecto, de cepas de C. perfringens aisla-
das de suelos costarricenses.
Material y Métodos.  Se analizaron 38 cepas de
C. perfringens obtenidas de suelos costarricen-
ses para demostrar si los sobrenadantes de culti-
vo inhibían el crecimiento de C. botulinum A
(ATCC 19399).  Además, se realizaron cultivos
mixtos de C. botulinum y C. perfringens para
evaluar si se impedía el crecimiento y la produc-
ción de toxina botulínica.
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suelo, botulismo, inhibición bacteriana.

SUMMARY.
Inhibitory effect of Clostridium perfringens on
C. botulinum in soil samples.
Introduction.  The frecuency of isolation of
Clostridium botulinum in Costa Rica, as well as in
other countries is low; at the same time, C.
perfringens is the most common pathogenic
species in nature.  Because it has been described
that C. perfringens is able to inhibit the growth of
C. botulinum and the production of botulinal toxin,
we decided to research on the effect that strains of
C. perfringens isolated from Costa Rican soils
could have on the growth and toxin production of
a strain of C. botulinum.
Procedure. Thirty-nine supernatants of strains of
C. perfringens from Costa Rican soils were tested
for inhibition over the growth of C. botulinum A
(ATCC19399). Also, mixed cultures of C.
botulinum and C. perfringens were performed to
evaluate for prevention of growth and toxin
production.
Results.  Fifty-eight percent of the strains of C.
perfringens showed an inhibitory effect on the
growth of C. botulinum; at least two strains
completely inhibited the synthesis or the effect of
botulinal toxin in the mixed cultures, even though
C. botulinum cells were isolated.  The minimum
number of necessary C. perfringens cells to achieve
this phenomenon was 108.
Conclusion.  It is possible that the presence of C.
perfringens interferes with the isolation and
confirmation of C. botulinum in Costa Rican soils.
It is still necessary to research more on the effects
of native C. perfringens over other groups and
strains of C. botulinum.
(Rev Biomed 1999; 10:209-215)

Key words:  Clostridium botulinum, Clostridium
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bacterial inhibition.

INTRODUCCIÓN.
Clostridium botulinum es un bacilo gram

positivo, anaerobio, formador de esporas.  Tiene
distribución mundial y se encuentra en suelos, se-
dimentos y en el intestino de animales vertebrados
e insectos (1).  Bajo condiciones adecuadas C.
botulinum produce una neurotoxina muy potente
que actúa a nivel de las sinapsis nerviosas, origi-
nando una enfermedad neuroparalítica de evolu-
ción muy rápida conocida como botulismo (2-4),
siendo el tipo clásico el más frecuente.  En estos
casos la toxina se ingiere usualmente a partir de
alimentos enlatados contaminados, sin tratamien-
to térmico adecuado, en los cuales el C. botulinum
pudo crecer y formar la toxina.  Debido a la seve-
ridad del cuadro y a que mucha gente se podría
exponer si aparece un lote de alimento contamina-
do, el botulismo mantiene gran importancia
epidemiológica a nivel mundial (5). La distribución
geográfica de C. botulinum se estudia  analizando
muestras de suelos y buscando en ellas la produc-
ción de toxina botulínica después de incubar
anaeróbicamente (6,7).

En Costa Rica, no se ha encontrado C.
botulinum en muestras recolectadas en la Meseta
Central (8), pero sí se ha aislado a partir de tres
muestras de suelo de las Zonas Atlántica y Pacífi-
co Norte (6,9).  Por otra parte, C. perfringens es
la especie de clostridios toxigénica más frecuente
en suelos de la Meseta Central de Costa Rica (8) y
está descrita como la especie toxigénica más abun-
dante en la naturaleza (10).

En un experimento clásico, Smith (11) de-
mostró que algunas cepas de C. perfringens aisla-
das del suelo, mostraban un efecto inhibitorio so-
bre cepas de C. botulinum.  Este efecto podría de-
berse a la producción de bacteriocinas por parte
de C. perfringens, lo que impediría el aislamiento
y la producción de la toxina botulínica a partir de
muestras de suelo con esporas de C. botulinum
(12,13).  Por lo tanto, el hecho de que no se aísle
C. botulinum del suelo no puede ser considerado
una prueba de su ausencia, sino que es necesario
demostrar que no hay microorganismos inhibidores
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en la muestra (11).
En este trabajo se pretende establecer si

las cepas de C. perfringens aisladas de suelos de
Costa Rica tienen efecto inhibitorio sobre el
crecimiento o la producción de toxina de
Clostridium botulinum, esto como un posible
elemento que ayude en la explicación de la baja
frecuencia en el aislamiento de C. botulinum en
suelos costarricenses.

MATERIALES Y MÉTODOS.
Se analizaron 38 cepas, identificadas

bioquímica y cromatográficamente como C.
perfringens por el Laboratorio de Investigación en
Bacteriología Anaerobia de la Facultad de Micro-
biología de la Universidad de Costa Rica, obteni-
das a partir de muestras de suelos costarricenses.
Se utilizó además la  cepa C. botulinum A, ATCC
19399, productora de grandes cantidades de toxi-
na botulínica.

Inhibición del crecimiento de C. botulinum A
por sobrenadantes de cultivos de C. perfringens.

Se cultivó las cepas de C. perfringens en
caldo infusión cerebro corazón más glucosa (BHI)
prerreducido, durante por 24 horas a 45ºC (14) y
se centrifugó por 10 minutos a 10 000 rpm para
obtener los sobrenadantes.  A cada sobrenadante
se le midió el pH y se mantuvo a 4ºC hasta utili-
zarlo, antes de 24 horas.

La cepa de C. botulinum se inoculó en
medio de carne cocida, chopped meat (CM),
prerreducido (14).  Se tomó 0,1 mL del cultivo y
se esparció sobre la superficie de placas de agar
infusión cerebro corazón.  Se dejó adsorber por
10 minutos y sobre la superficie de cada plato se
colocaron cinco discos de papel filtro de 1,27 cm
de diámetro.  Los discos se impregnaron con
alícuotas de 75 mL de cada uno de los
sobrenadantes de cultivos de C. perfringens. Las
placas así preparadas se incubaron 24 horas a 35ºC
en jarra de anaerobiosis; posteriormente se
removieron los discos y se midió el diámetro del

halo de inhibición.

Preparación y cuantificación de la suspensión
de esporas de C. botulinum.

Se preparó una suspensión de esporas de
C. botulinum A de la siguiente manera:  se sembró
la bacteria en medio BHI y se incubó por 7 días a
35ºC. El cultivo se centrifugó a 2 500 rpm durante
20 minutos, el sedimento se lavó dos veces con
agua destilada estéril (ADE) y se resuspendió en 2
mL de ADE.  Este preparado se cuantificó según
lo siguiente:  se tomó 0,5 mL de la suspensión, se
calentó en baño a 80ºC durante 10 minutos para
eliminar las células vegetativas y provocar la
germinación de las esporas (10), se enfrió en
baño de agua fría y se le añadió 4,5 mL de ADE.
Se hicieron diluciones decimales, desde 10-1

hasta 10-5 y se sembró, por esparcimiento, 0,1
ml de cada una de las diluciones en platos de
agar tripticasa soya, por duplicado.  Las placas
se incubaron 48 horas a 35ºC en anaerobiosis y se
realizó el recuento de colonias, procedimiento que
se repitió a los 2 y a los 8 días de preparada la
suspensión inicial.  Se preparó una suspensión
madre de 105 esporas/mL y se mantuvo a 2-8ºC,
temperatura a la que se ha demostrado su estabili-
dad, por lo menos por 10 meses (11).

Evaluación de la toxigenicidad de C. botulinum
A y C. perfringens.

Se inocularon tubos de CM glucosa
prerreducido con 10, 102 y 103 esporas de C.
botulinum y se incubaron por 24 horas a 35ºC, en
anaerobiosis.  Se centrifugaron a 10 000 rpm du-
rante 10 minutos y se obtuvieron los sobrenadantes.
Se inocularon por duplicado ratones blancos suizos
de 15-25g, con 0,1 mL del sobrenadante de cada
uno de los cultivos anteriores siguiendo la metodo-
logía para detección y neutralización de toxina con
antisuero polivalente y específico anti toxina
bolulínica A descrita por Dowell y Haukins (7).  Se
observaron los ratones hasta por cuatro días para
determinar síntomas de botulismo y muerte (7).

Se escogieron las cinco cepas de C. per-
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fringens que mostraron mayor inhibición del cre-
cimiento sobre C. botulinum y se les determinó su
toxigenicidad en ratones.  Para ello las cepas se
inocularon en caldo CM glucosa prerreducido, se
incubaron a 35ºC durante 24 horas y se obtuvie-
ron los sobrenadantes. Las pruebas de toxigenici-
dad en ratón se realizaron tal y como se describió
antes; esto con el fin de seleccionar cepas no toxi-
génicas y evitar interferencias en las evaluaciones
posteriores.

Inhibición de la producción de toxina botulínica
en cultivos mixtos.

Se utilizaron cuatro cepas de C. perfringens
que inhibían el crecimiento de C. botulinum y que
no mostraron toxigenicidad en ratón.  Se rayaron
en Agar Sangre (AS) y se incubaron en
anaerobiosis por 48 horas a 45ºC, temperatura
óptima de C. perfringens  (10).  Se prepararon
suspensiones a partir de las colonias que crecieron
en el AS y se estandarizaron según el tubo 5 de
McFarland  a 1,5 x 109 células/mL (15). A partir
de estas suspensiones, se inocularon tubos de CM
glucosa con 108 células de cada una de las cepas
seleccionadas.  A cada uno de los cuatro tubos se
le agregó 10 esporas de C. botulinum, pues pre-
viamente se determinó que son suficientes para pro-
ducir sobrenadantes tóxicos para ratón;  se inocu-
ló además un tubo con 10 esporas de C. botulinum
únicamente.  Todos los tubos se incubaron 24 ho-
ras a 35ºC, se centrifugaron por 10 minutos a 10
000 rpm y se prepararon diluciones 1:5, 1:10 y 1:20
de cada uno de los sobrenadantes.  Todas las dilu-
ciones, al igual que los sobrenadantes sin diluir se
inocularon en ratones de acuerdo a la técnica des-
crita anteriormente (7).

Efecto de la variación en el número de células
de C. perfringens sobre la producción de toxina
botulínica, en cultivos mixtos.

Se preparó una suspensión de C.
perfringens de 109 células/mL, de acuerdo al
procedimiento anterior.  Se inocularon por du-
plicado tubos de CM glucosa con 108, 107, 106,

105, 104, 103 células de C. perfringens. A cada
uno de estos tubos se le agregó 10 esporas de
C. botulinum y se incubaron por 24 horas a 35ºC.
Se ensayó la producción de toxina botulínica y
su neutralización con antisuero específico  tal y
como se describió anteriormente (7).  También
de cada tubo se sembró una placa de agar yema
de huevo (AYH), para evidenciar si había creci-
miento de ambas especies.  Esto por cuanto las
colonias en dicho medio son claramente
distinguibles: C. botulinum es lecitinasa negati-
vo y lipasa positivo y C. perfringens es lecitinasa
positivo y lipasa negativo (10).

RESULTADOS.
De las 38 cepas  de C. perfringens analiza-

das, 22 (58%) mostaron sobrenadantes con algún
tipo de inhibición, ya fuera únicamente debajo del
disco (13 mm) o más allá de este (cuadro 1).  Para
los estudios posteriores se seleccionaron las cinco
cepas que presentaron mayor halo de inhibición
(números 10, 17, 18, 20 y 28), para evaluar su toxi-
genicidad en ratón. Esto es necesario para esta-
blecer en los análisis posteriores, que la muerte del
ratón se debe exclusivamente a la toxina botulíni-
ca y no a una toxigenicidad de C. perfringens; de-
bido a que la cepa 10 fue tóxica, en los análisis
siguientes sólo se usaron las cuatro cepas restan-
tes. En este estudio la inhibición de los sobrena-
dantes de C. perfringens sobre C. botulinum no
parece estar relacionada con el pH, pues no hay
diferencias significativas entre los valores de pH
de los sobrenadantes que inhibieron el crecimien-
to (promedio 4,99) y los que no inhibieron (pro-
medio 5,18) (cuadro 1).  Se  determinó que el so-
brenadante que demostró mayor inhibición
(15mm), tuvo un pH de 4,6; mientras que varios
sobrenadantes que no mostraron ninguna inhibi-
ción tuvieron un pH muy similar (cuadro 1).

La alta capacidad toxigénica de la cepa de
C. botulinum A quedó demostrada, pues presentó
toxigenicidad, independientemente del número de
esporas inoculadas.  La prueba en ratón fue positi-
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va, al inocular los sobrenadantes de los cultivos
con 103, 102 y 10 esporas, aún cuando fueron in-
cubados únicamente 24 hrs.  Además se observó
que la toxina sólo podía ser neutralizada por el
antisuero correspondiente si se diluía el sobrena-
dante 1:10, como mínimo.

En el cuadro 2 se muestran los resultados
obtenidos con los sobrenadantes de cultivos mix-
tos de C. botulinum. A pesar de la gran cantidad
de toxina que produce el C. botulinum utilizado,
las cepas de C. perfringens 17 y 18 inhibieron com-
pletamente el efecto de la toxina botulínica, pues-
to que los ratones inyectados con los sobrenadantes
de dichos cultivos mixtos no murieron. Las cepas
20 y 28 lograron una disminución en el título de
toxina botulínica. Se observó que los sobrenadantes
de los cultivos mixtos diluidos 1/5 ya no fueron lo
suficientemente tóxicos, mientras que el
sobrenadante de C. botulinum solo, mantuvo la

toxicidad aunque se diluyera 1:20 (cuadro 2)
Cuando se inoculó el sedimento de los culti-

vos mixtos en las placas de AYH, se pudo demos-
trar claramente el crecimiento de ambas especies.
Aunque con la mezcla de la cepa 18 se logró aislar
tanto C. botulinum como C. perfringens, de algu-
na forma, la presencia de este último impidió la
producción de toxina, puesto que el sobrenadante
perdió toda toxicidad. Con el sedimento mixto de
la cepa de C. perfringens 17 y C. botulinum, fue
posible recuperar únicamente  a C. perfringens, por
lo que se concluye que este caso inhibió comple-
tamente el crecimiento de C. botulinum.

DISCUSIÓN.
Aunque desconocemos la naturaleza exac-

ta de la inhibición, este fenómeno se podría expli-
car por la presencia en el cultivo, de productos

Cuadro 1
Inhibición de C. botulinum A por sobrenadantes de C. perfringens y valores de pH de los sobrenadantes.

Cepa pH                Halo de Cepa                     pH                Halo de
                                 Inhibición (mm)          Inhibición (mm)

1  5,5 0 20 4,7 15
2  5,6 0 21 4,7 13
3  5,4 13 22 4,7 0
4  6,0 0 23 4,9 0
5  5,9 13 24 4,5 0
6  5,9 0 25 4,7 0
7  5,0 0 26 5,3 0
8  5,5 0 27 4,6 13
9  5,5 0 28 4,8 14
10  4,7 14 29 4,5 0
11  5,0 13 30 4,7 13
12  4,7 0 31 5,7 13
13  5,5 0 32 4,7 13
14  4,7 13 33 4,8 13
15  6,7 13 34 4,9 13
16  5,7 13 35 5,0 0
17  4,6 15 36 4,7 14
18  4,6 14 37 4,6 13
19  4,6 13 38 4,9 13
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metabólicos de carácter proteico o no, propios de
cada cepa y que inhiben en algunos casos el creci-
miento y en otros la producción o el efecto de la
toxina.  Es necesario caracterizar este tipo de rela-
ción antagónica y esclarecer el mecanismo por el
cual opera.

En una investigación previa Smith (11) lo-
gró demostrar la presencia de microorganismos in-
hibidores de C. botulinum en 8 de 31 muestras de
suelo, cinco de las cuales eran atribuibles a C. per-
fringens. Se conoce que C. perfringens produce
sustancias inhibidoras, de las cuales ya han sido
caracterizadas siete tipos y 50 subtipos distintos
de bacteriocinas (13, 16).  También podría ser que
la inhibición no se deba a la producción de
bacteriocinas sino a otros factores, como presen-
cia de fagos, productos metabólicos (amonio, áci-
do láctico, ácidos grasos libres), enzimas
bacteriolíticas y antibióticos (13).

Las técnicas para demostrar la presencia de
C. botulinum, incluyen la demostración de toxina
botulínica en cultivos.  Esta metodología es muy
sensible cuando se pretende recobrar pocas célu-
las de esta bacteria.  Sin embargo, si en la muestra
se encuentran células de C. perfringens, tal y como
se demostró en este estudio, es posible que se dis-
minuya la producción de toxina hasta niveles
indetectables.  Por lo tanto, no se puede probar la
ausencia de C. botulinum en muestras de suelo,
que pudieran contener organismos inhibidores (11).
En uno de los trabajos realizados en nuestro país,

se logró demostrar toxina botulínica en siete de 30
muestras de suelo analizadas; no obstante, sólo se
pudo aislar C. botulinum en tres de ellas.  Es posi-
ble que la presencia de bacterias inhibidoras, entre
ellas C. perfringens, tenga como consecuencia que
se mantengan números bajos de C. botulinum, por
lo que no se logra su aislamiento aunque se detec-
te la toxina (9).  Tampoco se puede descartar la
presencia de C. botulinum en las muestras donde
no se detecte toxina, debido a la posible presencia
de cepas de C. perfringens con capacidad
inhibidora,  de la producción o del efecto de la toxi-
na como se logró demostrar en esta investigación.

Para lograr la inhibición completa del efecto
de la toxina botulínica o del crecimiento de C.
botulinum fue necesario utilizar 108 células de C.
perfringens. En la naturaleza, es posible que este
número sea menor si las cepas nativas de C.
botulinum no son tan tóxicas como la utilizada en
este estudio. Sería deseable además, investigar si
las cepas de C. perfringens tienen efecto sobre
otros grupos de C. botulinum.

Los resultados de este trabajo permiten
concluir que es posible que la presencia de C.
perfringens limite el aislamiento y la demostración
de C. botulinum en suelos costarricenses.
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