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RESUMEN. Resultados. El 58% de las cepas d€.
Introduccién. La frecuencia de aislamiento deperfringenstuvo efecto inhibitorio sobre el cre-
Clostridium botulinurren Costa Rica y en otroscimiento deC. botulinum al menos dos cepas
sitios es baja, en tanto q@ perfringenses la inhibian totalmente el efecto de la toxina
especie toxigénica mas abundante en la naturdbetulinica en los cultivos mixtos aun cuando se
za. Se ha descrito q@e perfringengodria im- demostré la presencia de células viablesCde
pedir el aislamiento deC. botulinumo la pro- botulinum ElI nimero minimo de células d&
duccion de su toxina a partir de muestras de syerfringensnecesarias para lograr lo anterior fue
lo, razon por la cual se penso en investigar el efete 16 células.

to al respecto, de cepas @eperfringensaisla- Conclusion. Es posible que la presencia @e
das de suelos costarricenses. perfringendimite el aislamiento o demostracion
Material y Métodos. Se analizaron 38 cepas daleC. botulinumen suelos costarricenses. Se re-
C. perfringensobtenidas de suelos costarricenguiere investigar si las cepas nativas e
ses para demostrar si los sobrenadantes de cudérfringengienen efecto sobre otras cepas y otros
vo inhibian el crecimiento d€. botulinum A grupos deC. botulinum

(ATCC 19399). Ademas, se realizaron cultivo@Rev Biomed 1999; 10:209-215)

mixtos de C. botulinumy C. perfringenspara

evaluar si se impedia el crecimiento y la produalabras clave: Clostridium botulinum,
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suelo, botulismo, inhibicion bacteriana. INTRODUCCION.
Clostridium botulinumes un bacilo gram
positivo, anaerobio, formador de esporas. Tiene

SUMMARY. distribucién mundial y se encuentra en suelos, se-
Inhibitory effect of Clostridium perfringenson dimentosy en el intestino de animales vertebrados
C. botulinumin soil samples. e insectos (1). Bajo condiciones adecua@as

Introduction. The frecuency of isolation of botulinumproduce una neurotoxina muy potente
Clostridium botulinunin Costa Rica, as well as inque actla a nivel de las sinapsis nerviosas, origi-
other countries is low; at the same tim@, nando una enfermedad neuroparalitica de evolu-
perfringens isthe most common pathogeniaion muy rapida conocida como botulismo (2-4),
species in nature. Because it has been descrilsahdo el tipo clasico el mas frecuente. En estos
thatC. perfringenss able to inhibit the growth of casos la toxina se ingiere usualmente a partir de
C. botulinurmand the production of botulinal toxin,alimentos enlatados contaminados, sin tratamien-
we decided to research on the effect that strainstoftérmico adecuado, en los cualeS dbotulinum
C. perfringensisolated from Costa Rican soilspudo crecer y formar la toxina. Debido a la seve-
could have on the growth and toxin production afdad del cuadro y a que mucha gente se podria
a strain of C. botulinum. exponer si aparece un lote de alimento contamina-
Procedure.Thirty-nine supernatants of strains oflo, el botulismo mantiene gran importancia
C. perfringengrom Costa Rican soils were teste@pidemioldgica a nivel mundial (5). La distribucion
for inhibition over the growth o€. botulinumA geogréfica d€. botulinum se estudianalizando
(ATCC19399). Also, mixed cultures o€. muestras de suelosy buscando en ellas la produc-
botulinumandC. perfringensvere performed to cién de toxina botulinica después de incubar
evaluate for prevention of growth and toxiranaerdbicamente (6,7).
production. En Costa Rica, no se ha encontrado
Results. Fifty-eight percent of the strains €. botulinumen muestras recolectadas en la Meseta
perfringensshowed an inhibitory effect on theCentral (8), pero si se ha aislado a partir de tres
growth of C. botulinum;at least two strains muestras de suelo de las Zonas Atlantica y Pacifi-
completely inhibited the synthesis or the effect @o Norte (6,9). Por otra part€, perfringenses
botulinal toxin in the mixed cultures, even thougha especie de clostridios toxigénica mas frecuente
C. botulinumcells were isolated. The minimumen suelos de la Meseta Central de Costa Rica (8) y
number of necessa@y. perfringensells to achieve esta descrita como la especie toxigénica mas abun-
this phenomenon was 40 dante en la naturaleza (10).
Conclusion. It is possible that the presence®f En un experimento clasico, Smith (11) de-
perfringensinterferes with the isolation andmostré que algunas cepasGleperfringensisla-
confirmation ofC. botulinumn Costa Rican soils. das del suelo, mostraban un efecto inhibitorio so-
It is still necessary to research more on the effedise cepas d€. botulinum Este efecto podria de-
of native C. perfringensover other groups and berse a la produccién de bacteriocinas por parte
strains ofC. botulinum. deC. perfringenslo que impediria el aislamiento
(Rev Biomed 1999; 10:209-215) y la produccién de la toxina botulinica a partir de
muestras de suelo con esporasQlebotulinum
Key words: Clostridium botulinum, Clostridium (12,13). Por lo tanto, el hecho de que no se aisle
perfringens,soil microorganisms, botulism, C. botulinumdel suelo no puede ser considerado
bacterial inhibition. una prueba de su ausencia, Sino que es necesario
demostrar que no hay microorganismos inhibidores
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en la muestra (11). halo de inhibicion.
En este trabajo se pretende establecer si
las cepas d€. perfringensaisladas de suelos dePreparacion y cuantificacion de la suspension
Costa Rica tienen efecto inhibitorio sobre ale esporas de&. botulinum
crecimiento o la produccién de toxina de Se prepard una suspension de esporas de
Clostridium botulinum esto como un posible C. botulinumA de la siguiente manera: se sembro
elemento que ayude en la explicacion de la bd@bacterizen medio BHI y se incubd por 7 dias a
frecuencia en el aislamiento @e botulinumen 35°C. El cultivo se centrifugo a 2 500 rpm durante
suelos costarricenses. 20 minutos, el sedimento se lavo dos veces con
agua destilada estéril (ADE) y se resuspendio en 2
mL de ADE. Este preparado se cuantificd segun
MATERIALES Y METODOS. lo siguiente: se tom6 0,5 mL de la suspension, se
Se analizaron 38 cepas, identificadasalento en bafio a 80°C durante 10 minutos para
bioguimica y cromatograficamente con eliminar las células vegetativas y provocar la
perfringengpor el Laboratorio de Investigacion ergerminacion de las esporas (10), se enfrio en
Bacteriologia Anaerobia de la Facultad de Micrdzafio de agua friay se le afiadio 4,5 mL de ADE.
biologia de la Universidad de Costa Rica, obterfse hicieron diluciones decimales, desde' 10
das a partir de muestras de suelos costarricensessta 10 y se sembrd, por esparcimiento, 0,1
Se utilizé ademas la cefabotulinumA, ATCC ml de cada una de las diluciones en platos de
19399, productora de grandes cantidades de toxgar tripticasa soya, por duplicadoas placas
na botulinica. se incubaron 48 horas a 35°C en anaerobiosis y se
realizé el recuento de colonias, procedimiento que
Inhibicién del crecimiento de C. botulinum A  se repitié a los 2 y a los 8 dias de preparada la
por sobrenadantes de cultivos d€. perfringens suspension inicial. Se prepar0d una suspension
Se cultivé las cepas de. perfringensen madre de 10esporas/mL y se mantuvo a 2-8°C,
caldo infusién cerebro corazén mas glucosa (BHgmperatura a la que se ha demostrado su estabili-
prerreducido, durante por 24 horas a 45°C (14)ad, por lo menos por 10 meses (11).
se centrifug6 por 10 minutos a 10 000 rpm para
obtener los sobrenadantes. A cada sobrenaddbt@luacion de la toxigenicidad d€. botulinum
se le midio el pH y se mantuvo a 4°C hasta utilk y C. perfringens
zarlo, antes de 24 horas. Se inocularon tubos de CM glucosa
La cepa deC. botulinumse inocul6é en prerreducido con 10, 30/ 1C° esporas deC.
medio de carne cocida, chopped meat (CMpptulinumy se incubaron por 24 horas a 35°C, en
prerreducido (14). Se tomd 0,1 mL del cultivo ynaerobiosis. Se centrifugaron a 10 000 rpm du-
se esparcié sobre la superficie de placas de agarte 10 minutos y se obtuvieron los sobrenadantes.
infusion cerebro corazén. Se dejo adsorber pBe inocularon por duplicado ratones blancos suizos
10 minutos y sobre la superficie de cada plato de 15-25g, con 0,1 mL del sobrenadante de cada
colocaron cinco discos de papel filtro de 1,27 como de los cultivos anteriores siguiendo la metodo-
de didmetro. Los discos se impregnaron cdaogia para deteccidny neutralizacion de toxina con
alicuotas de 75 mL de cada uno de laantisuero polivalente y especifico anti toxina
sobrenadantes de cultivos @e perfringensLas bolulinica A descrita por Dowell y Haukins (7). Se
placas asi preparadas se incubaron 24 horas a 3&€ervaron los ratones hasta por cuatro dias para
en jarra de anaerobiosis; posteriormente sleterminar sintomas de botulismo y muerte (7).
removieron los discos y se midi6 el diametro del Se escogieron las cinco cepasCleper-

Vol. 10/No. 4/Octubre-Diciembre, 1999



212

M Monge-lzaguirre, E Rodriguez-Cavallini.

fringensque mostraron mayor inhibicion del cred®, 1¢, 10° células deC. perfringens A cada
cimiento sobre€. botulinumy se les determiné suuno de estos tubos se le agreg6é 10 esporas de
toxigenicidad en ratones. Para ello las cepasGebotulinumy se incubaron por 24 horas a 35°C.
inocularon en caldo CM glucosa prerreducido, s ensay0 la produccion de toxina botulinica y
incubaron a 35°C durante 24 horas y se obtuviEs neutralizacion con antisuero especifico taly
ron los sobrenadantes. Las pruebas de toxigenimdmo se describioé anteriormente (7). También
dad en raton se realizaron tal y como se descrilnié cada tubo se sembro6 una placa de agar yema
antes; esto con el fin de seleccionar cepas no taé huevo (AYH), para evidenciar si habia creci-
geénicas y evitar interferencias en las evaluacion@sento de ambas especies. Esto por cuanto las
posteriores. colonias en dicho medio son claramente
distinguibles C. botulinumes lecitinasa negati-
Inhibicidn de la produccion de toxina botulinica voy lipasa positivo . perfringen®s lecitinasa
en cultivos mixtos. positivo y lipasa negativo (10).

Se utilizaron cuatro cepas@eperfringens
gue inhibian el crecimiento @ botulinumy que
no mostraron toxigenicidad en raton. Se rayar®@ESULTADOS.
en Agar Sangre (AS) y se incubaron en De las 38 cepas @& perfringensnaliza-
anaerobiosis por 48 horas a 45°C, temperatutas, 22 (58%) mostaron sobrenadantes con algun
optima deC. perfringens (10). Se prepararontipo de inhibicion, ya fuera Unicamente debajo del
suspensiones a partir de las colonias que creciedisco (13 mm) o mas alla de este (cuadro 1). Para
en el AS y se estandarizaron segun el tubo 5 lds estudios posteriores se seleccionaron las cinco
McFarland a 1,5 x PGélulas/mL (15). A partir cepas que presentaron mayor halo de inhibicion
de estas suspensiones, se inocularon tubos de @NMmeros 10, 17, 18, 20 y 28), para evaluar su toxi-
glucosa con células de cada una de las cepaenicidad en raton. Esto es necesario para esta-
seleccionadas. A cada uno de los cuatro tubosbéecer en los andlisis posteriores, que la muerte del
le agreg6 10 esporas @& botulinum pues pre- ratdn se debe exclusivamente a la toxina botulini-
viamente se determind que son suficientes para pca-y no a una toxigenicidad Geperfringensde-
ducir sobrenadantes toxicos para ratdon; se inodudo a que la cepa 10 fue toxica, en los analisis
|6 ademas un tubo con 10 espora€deotulinum siguientes so6lo se usaron las cuatro cepas restan-
Unicamente. Todos los tubos se incubaron 24 hes. En este estudio la inhibicion de los sobrena-
ras a 35°C, se centrifugaron por 10 minutos a tlntes deC. perfringenssobre C. botulinum no
000 rpm y se prepararon diluciones 1:5, 1:10 y 1:2@rece estar relacionada con el pH, pues no hay
de cada uno de los sobrenadantes. Todas las dilifierencias significativas entre los valores de pH
ciones, al igual que los sobrenadantes sin diluir de los sobrenadantes que inhibieron el crecimien-
inocularon en ratones de acuerdo a la técnica das{promedio 4,99) y los que no inhibieron (pro-
crita anteriormente (7). medio 5,18) (cuadro 1). Se determiné que el so-

brenadante que demostr6 mayor inhibicion
Efecto de la variacion en el numero de células (15mm), tuvo un pH de 4,6; mientras que varios
deC. perfringenssobre la produccion de toxina sobrenadantes que no mostraron ninguna inhibi-
botulinica, en cultivos mixtos. cion tuvieron un pH muy similar (cuadro 1).

Se prepardé una suspension de. La alta capacidad toxigénica de la cepa de
perfringensde 10 células/mL, de acuerdo alC. botulinum Aquedd demostrada, pues presento
procedimiento anterior. Se inocularon por duexigenicidad, independientemente del nimero de
plicado tubos de CM glucosa con8lQ0, 1, esporasinoculadas. La prueba en raton fue positi-
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va, al inocular los sobrenadantes de los cultiveaxicidad aunque se diluyera 1:20 (cuadro 2)

con 10, 1¢ y 10 esporas, aun cuando fueron in- Cuando se inocul6 el sedimento de los culti-
cubados Unicamente 24 hrs. Ademas se obsewas mixtos en las placas de AYH, se pudo demos-
gue la toxina soélo podia ser neutralizada por &r claramente el crecimiento de ambas especies.
antisuero correspondiente si se diluia el sobremginque con la mezcla de la cepa 18 se logro aislar
dante 1:10, como minimo. tantoC. botulinumcomoC. perfringensde algu-

En el cuadro 2 se muestran los resultadaa forma, la presencia de este ultimo impidio la
obtenidos con los sobrenadantes de cultivos mproduccion de toxina, puesto que el sobrenadante
tos deC. botulinum A pesar de la gran cantidadoerdié toda toxicidad. Con el sedimento mixto de
de toxina que produce €l. botulinumutilizado, la cepa deC. perfringensl?7 y C. botulinum,fue
las cepas de. perfringendl7 y 18 inhibieron com- posible recuperar Gnicament€ gerfringens por
pletamente el efecto de la toxina botulinica, puel®-que se concluye que este caso inhibié comple-
to que los ratones inyectados con los sobrenadartgesente el crecimiento d& botulinum
de dichos cultivos mixtos no murieron. Las cepas
20 y 28 lograron una disminucion en el titulo de
toxina botulinica. Se observé que los sobrenadan@SCUSION.
de los cultivos mixtos diluidos 1/5 ya no fueron lo Aunque desconocemos la naturaleza exac-
suficientemente toéxicos, mientras que dh de lainhibicion, este fendmeno se podria expli-
sobrenadante d€. botulinumsolo, mantuvo la car por la presencia en el cultivo, de productos

Cuadro 1
Inhibicién de C. botulinum Apor sobrenadantes d€. perfringensy valores de pH de los sobrenadantes.

Cepa pH Halo de Cepa pH Halo de
Inhibicion (mm) Inhibicién (mm)

1 55 0 20 4,7 15
2 5,6 0 21 4,7 13
3 54 13 22 4,7 0
4 6,0 0 23 4,9 0
5 59 13 24 4,5 0
6 59 0 25 4,7 0
7 50 0 26 53 0
8 55 0 27 4,6 13
9 55 0 28 4,8 14
10 4,7 14 29 4,5 0
11 50 13 30 4,7 13
12 4,7 0 31 5,7 13
13 55 0 32 4,7 13
14 4,7 13 33 4,8 13
15 6,7 13 34 4,9 13
16 57 13 35 50 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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Cuadro 2 se logré demostrar toxina botulinica en siete de 30
Toxicidad en ratones de los sobrenadantes de culti- muestras de suelo analizadas; no obstante, sélo se
vos mixtos deC. perfringens y C. botulinum.  pydo aislac. botulinumen tres de ellas. Es posi-

ble que la presencia de bacterias inhibidoras, entre
ellasC. perfringenstenga como consecuencia que
se mantengan numeros bajodéotulinum por
lo que no se logra su aislamiento aunque se detec-
te la toxina (9). Tampoco se puede descartar la
presencia d€. botulinumen las muestras donde
no se detecte toxina, debido a la posible presencia
de cepas deC. perfringenscon capacidad
inhibidora, de la produccién o del efecto de la toxi-
na como se logré demostrar en esta investigacion.
metabolicos de caracter proteico o no, propios de  Paralograr la inhibicion completa del efecto
cada cepay que inhiben en algunos casos el crélgi-la toxina botulinica o del crecimiento @e
miento y en otros la produccién o el efecto de kotulinumfue necesario utilizar 1@élulas deC.
toxina. Es necesario caracterizar este tipo de rgfefringens En la naturaleza, es posible que este
cion antagénica y esclarecer el mecanismo porrglmero sea menor si las cepas nativasCde
cual opera. botulinumno son tan toxicas como la utilizada en
En una investigacion previa Smith (11) loeste estudio. Seria deseable ademas, investigar si
gré demostrar la presencia de microorganismos Ias cepas deC. perfringenstienen efecto sobre
hibidores deC. botulinumen 8 de 31 muestras deptros grupos d€. botulinum
suelo, cinco de las cuales eran atribuibl@szer- Los resultados de este trabajo permiten
fringens.Se conoce qu€. perfringensproduce concluir que es posible que la presenciaGle
sustancias inhibidoras, de las cuales ya han spRyfringendimite el aislamiento y la demostracion
caracterizadas siete tipos y 50 subtipos distintdg C. botulinumen suelos costarricenses.
de bacteriocinas (13, 16). También podria ser que
la |nh|_b|c_:|on no se deba a la produccién dsEFERENCIAS_
b_aCte”OC'nas SIno a otros faCtoreS’ como Presﬂ__r." Brooks F, Butel S, Ornston L. Microbiologia Médica
cia de fagos, productos metabdlicos (amonio, gk Jawetz, Melnick y Adelberg. 152 ed. México: Manual
do lactico, acidos grasos libres), enzimasgoderno; 1996. p. 205-14.
bacterioliticas y antibioticos (13).

Mezcla Toxicidad (+/-) en cada dilucion
1/1 1/5 1/10 1/20

C. bot-C.per18
C. bot-C.per20
C.botC.perl7
C.bot+C.per28
C. botulinum

+ 4+ '+
+ 0
+ v
+ 1 0

Las técnicas para demostrar la presencia%te Scully R (ed). Case Records of the Massachusetts Ge-
neral Hospital. A 58-year-old woman with multiple cranial

C. bC),tl,!Ilnurr,l 'nClL!yen la demostracion O,Ie toxmeheuropathies, case 22-1997. New Engl J Med 1997; 337:
botulinica en cultivos. Esta metodologia es muy4-90.

sensible cuando se pretende recobrar pocas célu-

las de esta bacteria. Sin embargo, si en la mueStraCenters for Disease Control and Prevention. Foodborne
se encuentran células@eperfringenstal y como Botulism-Oklahoma, 1994. JAMA 1995; 273: 1167.

SQ demostro en eSte_' ,eStUd'O’ e§ posible qug se 9.'S'Glatman FA. Infant botulismPediatrics Rev 1996;
minuya la produccién de toxina hasta nivelegr-185-6.

indetectables. Por lo tanto, no se puede probar la

ausencia deC. botulinumen muestras de suelo- Shapiro RL, Hatheway C, Becher J, Swerdlow D.
que pudieran contener organismos inhibidores (1 tulism surveillance and emergency response. A public

. . alth strategy for a global challenge. JAMA 1997; 278:433-
En uno de los trabajos realizados en nuestro pgs, % g g
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