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Aislamiento deClostridium tetani
en la ciudad de Puntarenas, Articulo Original
Costa Rica y el fendmeno de
"swarming".
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RESUMEN. “swarming”, si estaba presente, y se inocularon en
Objetivo. Determinar la ocurrencia @ostridium placas de agar sangre (4% agar) para aislar colonias
tetania partir de muestras de suelo colectadas @iscretas. Las cepas similare€atetani fueron

la ciudad de Puntarenas, Costa Rica, y evaluaramalizadas bioquimicamente y por ELISA para
toxigenicidad usando una prueba de ELISA ddentificar la tetanospasmina.

captura. Resultados. Diez (33%) cepas de las 30 muestras
Material y métodos. Treinta muestras de sueldueron identificadas com@. tetani toxigénicos.
fueron colectadas y secadas a 35°C duranteCilas especies de clostridios que exhibieron una
menos dos semanas. De cada muestra se hizo pelcula de “swarming” similar fuerd@h putrificum
suspension delg en 5 mL de solucion salina estéyilC. glicolicum Ademas se aislaron cepas@e

Se tomaron dos alicuotas de 1.5 mL, una se calespmrogenes, C. fallax, C. haemolyticymC.
(60°C/10 min) y ambas se inocularon en medio teijerinkii.

carne picada e incubaron a 35°C por 7 dias. A ID$scusion. Estos resultados confirman la alta

2 y 7 dias se tomaron alicuotas de 0.1 mL qgfrecuencia de cepas toxigénicas @etetanien
fueron inoculadas en la periferia de placas de agarelos costarricenses, como fue descrito
sangre haciendo una linea de 3-4 cmy se incubapraviamente para suelos de la Universidad de Costa
a 35°C por 24 horas en anaerobiosis (GasPak) pRiaa, de los cuales se aisldé un 43% de cep@s de
permitir el desplazamiento tipo “swarming”. Luegaetani el 30% de las cuales fueron toxigénicas, una
se tomaron muestras del borde de la pelicula peporcion similar a lo descrito en el presente
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trabajo. Desde el punto de vista de la salud publicaemolyticum,and C. beijerinkii were also
esta alta frecuencia d8. tetani en suelos es unisolated.
recordatorio para mantener al dia los esquemadiscussion. These results confirm the high
vacunacion y la aplicacion del toxoide tetanico faequency of toxigeni€. tetanifrom Costa Rican
los pacientes con traumatismos para prevenir casod samples, as was described in a previous study
clinicos de tétanoéRev Biomed 2001; 12:80-84) of soil samples from the University of Costa Rica,
in which 43% of strains isolated were identified as
Palabras clave: Clostridium tetani clostridios, C. tetanj and 30% of those were toxigenic, a
muestras de suelo, fendmeno de “swarming”. similar proportion to that reported in the present
paper. From the standpoint of public health policy,
the high prevalence of this agent in soil is a reminder
SUMMARY. of the importance of strict adherence to vaccination
Isolation Clostridium tetani in Puntarenas schedules and the application of tetanus toxoid to
City, Costa Rica and the swarming any patientwith atraumatic lesion, to prevent cases
phenomenon. of clinical tetanus(Rev Biomed 2001; 12:80-84)
Objective. To determine the occurrence of
Clostridium tetanin soil samples collected fromKey words: Clostridium tetani clostridia, soil
the city of Puntarenas, Costa Rica, and tamples, swarming phenomenon.
evaluate strain toxigenicity using a capture
ELISA technique.
Material and methods. Thirty soil samples were INTRODUCCION.
collected and dried at 35°C for at least two El génercClostridiumesta integrado por mas
weeks. Suspensions were obtained from eadé 100 especies de bacilos anaerobios, esporulados,
sample by placing 1g in 5 mL of sterile salinelasificados como Gram positivos, aunque los
solution. Two aliquots of 1.5 mL were takercultivos viejos de algunas especies se tiien como
from each sample, one of which was heatgdram negativos (1). Por lo menos 20 especies son
(60°C/10 min). Both were inoculated intoxigénicas (2) y se asocian con diversos cuadros
chopped meat medium (CMM) and incubated &linicos, como gangrena gaseosa, colitis
35°C for 7 days. At days 2 and 7 aliquots of 0.A4seudomembranosa, diarrea y las neuroparalisis
mL from each CMM culture were streaked omotulinica (2-7) y tetanica (2). Esta ultima es
the periphery of blood agar plates making a lingroducida por la tetanospasmina, que bloquea la
of 2-3 cm and incubated anaerobically (GasPalkderacion de inhibidores de la contraccion en las
for 24 h to allow swarming displacement. Theplacas motoras, llevando la contraccion tetanica
a sample of the swarming film, if present, wagque caracteriza el cuadro de tétanos (8).
collected and inoculated on hard blood agar En términos generales, las especies del
plates (4% agar) to isolate discrete coloniegénero Clostridium tienen una distribucion
Isolated strains resemblin@. tetaniwere mundial, y C. tetani,con el cuadro clinico de
analyzed by their biochemical profile and ELISAétanos es un ejemplo de esa amplia distribucién.
in order to detect tetanospasmin. Esta enfermedad ha sido controlada en muchas
Results. Ten (33%) samples out of 30 weregegiones, gracias a un sistema de vacunacion
identified as toxigeni€. tetani Other isolated efectivo, como se probé durante la Segunda Guerra
species of clostridia which exhibited a similaMundial (9); no obstante, sigue siendo importante
swarming film wereC. putrificum and C. en paises en desarrollo, debido a falta de cobertura
glicolicum. C. sporogenes, C. fallax, C.de esos esquemas de vacunacién (10,11). A pesar
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de el tétanos presenta una prevalencia muy bajgoana promover su aislamiento, tal como se habia
los paises con un buen esquema de inmunizaciorEscrito previamente (16).
la bacteria sigue presente en el suelo y ése es un
concepto importante que debe estar vigente, pues
al reducirse la presencia de la enfermedad o biATERIAL Y METODOS.
erradicarla en algunos territorios, se puede caeren Se colectaron muestras de suela30g) a
el concepto equivocado de que la bacteria ha sigioo 15 cm de profundidad, en 30 diferentes sitios
eliminada del ambiente, lo que puede repercutir de la ciudad de Puntarenas (costa pacifica de Costa
fallas en la aplicacion del toxoide en pacientes c®&ica, Latitud 10.0 norte y longitud 80.50 oeste).
traumatismos. Las muestras se desecaron a 30°C al menos
Por otra parte, al menos 15 especies dddirante 2 semanas, se molieron en morteros, se
género Clostridium presentan el fendmeno ddgamizaron a través de mallas con una porosidad de
“swarming” (12). Este se describe como unea.0.5 mm de diametro y de cada muestra se hizo
propiedad de algunos bacilos, tanto Gram positivoea suspension de 1g en 5 mL de solucién salina
como Gram negativos, segun la cual, los bacilestéril. De esa suspension se tomaron dos alicuotas
cortos se transforman en gigantescas formds 1.5 mL cada una. Una se calenté a 60°C/10 min.
hiperflageladas que se desplazan sobre el megiambas se inocularon en sendos tubos de caldo
de cultivo sdlido, formando un velo tenue dde carne cocida prereducidos. Todos los tubos se
crecimiento, que puede presentar algunos patromesubaron a 35°C durante 2 y 7 dias. De cada tubo
caracteristicos, como ocurre c@ oceanicum se tomo una alicuota de 0.1 mL perforando el tapon
(13).C. tetanimuestra un comportamiento similardel tubo con una aguja hipodérmica y extrayendo
excepto que el velo de crecimiento es homogén@omuestra con una jeringa de tuberculina, de
y en so6lo 24 horas cubre toda la superficie de umanera que no se perdiera la atmoésfera anaerobia
placa de agar sangre (placa de Petri de 90 mmditubo. Las muestras se depositaron en la periferia
diametro), siendo la especie del género que muesteauna placa de agar sangre y se distribuyeron a lo
el fendmeno de “swarming” mas exacerbadamerérgo de una estria de unos 3 a 4 cm cercana al
(14). En 1984 Smith (15) indicé que eborde de la placa. Las placas se incubaron a 35°C
desplazamiento tipo “swarming” dé. tetani por 24 horas en jarras de anaerobiosis con sobre
podria facilitar su aislamiento, lo cual se aplico egenerador de COy N, (GasPak). Si hubo
un estudio realizado con suelos obtenidos dalkecimiento en forma de pelicula, tipo “swarming”
campus de la Ciudad Universitaria Rodrigo Facigue se alejara del sitio de inoculacién se tomé una
de la Universidad de Costa Rica, encontrdndoasada del extremo distal de esa pelicula y se rayé
una prevalencia d€. tetanidel 43% (16). No en placas de agar sangre con 4% de agar, para
obstante, posteriormente se publicé una nota gemtar el desplazamiento tipo “swarming”y obtener
resaltaba la baja frecuencia de C. temmiCosta colonias discretas para verificar la pureza de las
Rica, indicando que su frecuencia era de soloadpas aisladas. Las cepas aisladas se identificaron
10% (17), lo que correspondia a la identificaciomediante pruebas bioguimicas y cromatogréficas
de la bacteria o0 su efecto toxigénico en 3 de $0aquellas identificadas com@. tetaniy que
muestras de suelo. Tal incongruencia entre amlgpesentaron una pelicula de crecimiento tipo
informes podria deberse a diferencias en fawarming” similar al de esta especie se sometieron
metodologia empleada. Por eso en este estudioasma prueba de ELISA de captura para identificar
buscoé la bacteria en suelos de la ciudad tketetanospasmina. La prueba de ELISA utilizada
Puntarenas, Costa Rica, utilizando el fenébmeno sierealiz6 en placas de microtitulo recubiertas con
“swarming” de esta especie como criterio selectivguero anti tetanospasmina (Berna) y a cada pocillo
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se agrego el extractos libres de células de las cegasuna DO de 0.149 6 mas y la muerte de los
sospechosas; como segundo anticuerpo se adicicetdnes inoculados con el extractddéetani(18).
un anticuerpo de conejo contra el fragmento Chya reduccion de los casos de tétano en la era
la reaccién se evidencid con un conjugado de Igi®svacunacion con el toxoide tetanico es notable;
de cabra anti IgG de conejo marcada cqror ejemplo en Estados Unidos de Norte América
peroxidasa; se leyé a 490 nM y se tomd conse estimo que en 1948 se presentaron 1560 casos
positivo una lectura de DO de 0.149 6 mayor (174).en 1997 se detectaron sélo 43, lo que implica
una reduccion de —-97.24% (19). También Costa
Rica ha experimentado una reduccion notable, pues
RESULTADOS. antes de 1970 anualmente se presentaban entre 200
A partir de 30 muestras de suelo se aislargn300 muertes por tétano y en la década de 1990
10 cepas d&. tetanicuya capacidad toxigénicalos casos en algunos afios no se han presentado u
se evidencid por la prueba de ELISA. Estocurren menos de 5 casos por afio (20). Sin
corresponde a una frecuencia de aislamiento ei@bargo, es importante tener presente que el
33%. agente etiolégico es un habitante normal de suelos
Otras especies aisladas frecuentementeque la vacunacion no lo elimina ni reduce su
fueronC. sporogenes, C. fallax, C. putrificum, Ccirculacién, como ocurre con otras enfermedades
glicolicum, C. haemolyticum y C. beijerinksin prevenibles por vacunacion, como el sarampiony
embargo, sus peliculas de desplazamiento darrubéola. Por lo tanto, en el caso del tétanos una
notablemente diferentes, caracterizadas ya sea poena cobertura de los esquemas de vacunacion
colonias en cabeza de medusa como ocurfe eres la Unica medida preventiva efectiva y la
spogeneso en C. beijerinkii o bien por una aplicacion del toxoide tetdnico debe mantenerse
pelicula de crecimiento diferente a la exhibida pergente en pacientes con traumatismos.

C. tetani.No obstante,C. putrificumy C. Las razones anteriores, estimulan la
glicolicum muestran una pelicula de crecimientomportancia determinar la prevalenciagetani
similar a la deC. tetani. en suelos lo mas acertadamente posible, pues ante

la reduccion de casos clinicos y el informe de baja
frecuencia de la bacteria en el suelo, se puede caer
DISCUSION. en el espejismo de una eliminacion de la bacteria,
En un estudio previo realizado en 30 que puede menoscabar la manutencién del
muestras de suelo de la Universidad de Costa Resjuema de vacunacion y descuidar la aplicacion
Costa Rica se aislaron 13 cepa£detani(43%). del toxoide en pacientes traumatizados.
De esas cepas 9 eran toxigénicas, lo que equivale

a una frecuencia del 30% de aislamiento de ce&asRADEClMIENTO
toxigenicas (16). En el presente trabajo solo S Se agradece el apoyo y ayuda técnica de Pablo Vargas

identificaron las cepas tOXigenian_’ yaque las cepag discusion y revision del manuscrito realizada por el
sospechosas tanto por su perfil bioquimico, conae. Jorge Danilo Garcia, UCR. También se agradece el
por la morfologia del fenémeno de “swarming” sepoyo de la Vicerrectoria de Investigacion de la Universidad

sometieron a la prueba de ELISA, lo que permiti$ Costa Rica (Proyecto 430-96-215).
identificar una frecuencia de aislamiento del 33%.
Previamente la prueba de ELISA utilizada habig:rereNnciAS.

sido evaluada contra la prueba bioldgica,- cato EP, George WL, Finegold SM. Ge@sstridium
encontrandose que correlacionaban los dat®@zmowski 1880. En: Sneath PHA, Mair NS, Sharpe ME,

positivos de ambos, 0 sea una lectura de ELISR!t JG. editores. Bergey’s Manual of Systematic
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