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Abstract: Among 60 isolates from Costa Rican soils, one shared biochemical and chromatographic correspondence
with C. botulinum A,B,F group (proteolytic) and produced a toxin which could be identified as belonging to the A ty-
pe whenmouse neutralization tests were carried out employing both polyvalent and type specific antisera.
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Clostridium botulinum fue aislado por pri-
mera vez en 1896 por Emile van Ermengem. A
partir de entonces, se ha aislado de sedimentos
marinos, de suelos y del contenido intestinal de
pdjaros y mamiferos en todos los continentes
(Smith 1977).

C. botulinum es un conglomerado de micro-
organismos con caracteristicas de cultivo dife-
rentes, que producen neurotoxinas de accién
farmacoldgica-idéntica, divididas seroldgica-
mente en 7 tipos: A, B, C, D, E, F y G. Los ti-
pos mds importantes como agentes de botulis-
mo en el hombre son los A, B y E (Smith y
Williams 1984).

Se ha informado de su presencia en
Centroamérica iinicamente en aguas costzras
de Nicaragua y Honduras (Ward 1967). En
Costa Rica, aunque se han presentado casos
sospechosos de botulismo, este es el primer
informe del aislamiento de C. botulinum, ello
como parte de un estudio ecolégico de clostri-
dios en suelos.

Se recolectaron 60 muestras de suelo del
Valle Central y de la Regidn del Pacifico Szco,
las que se desecaron en estufa a 30° C durante
4 a 6 semanas. Posteriormente fueron molidas
y pasadas por un tamiz de 0.5 mm. De cada
muestra se tomé una porcién de 10 g que se
mezclé con 30 ml de agua destilada estéril a

60° C, la cual se agitd y se dej6 a esa tempera-
tura durante 10 minutos. Transcurrido ese pla-
z0, la muestra se enfrié ripidamente al afiadirle
15 ml de agua destilada estéril y 45 ml de alco-
hol etilico de 95%, ambos a temperatura am-
biente. La concentracién final del alcohol fue
de 47.5% y la temperatura se mantuvo a 370 C
por 30 minutos. Seguidamente se inocularon 10
tubos de medio Carne-Picada Levadura (CMY),
prerreducido (Holdeman et al. 1977), que se in-
cubaron a 30° C por 7 dias.

A partir de los tubos de CMY que presenta-
ron crecimiento, se procedid a inocular tubos
arrollados con medio Agar Infusién Cerebro
Glucosa Levadura, prerreducido (Holdeman e ¢
al. 1977), los que se incubaron a 35° C a fin de
obtener los diferentes morfotipos coloniales.
Las pruebas bioquimicas y cromatograficas se
hicieron de acuerdo con las recomendaciones
del Laboratorio de Anaerobios del Instituto
Politécnico de Virginia, E.U.A. (Holdeman
et al. 1977). Para la identificacion de los aisla-
mientos se utilizé un programa de computacién
disefiado para el género Clostridium
(Rodriguez 1992).

Se aisl6 una cepa de C. botulinum grupo A,
B, F (proteolitico) a partir de una muestra de
tierra procedente de La Palma, Guanacaste
(859 04'W y 10° 15'N), cuyo valor de pH fue
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de 6.25 y el de materia orgénica de 3.27%, de-
terminados segin los métodos de Schweizer e ¢
al. y Walkey y Black modificado, respectiva-
mente (Schweizer et al. 1980). Se demostrd, en
ratones, la capacidad toxigénica de la cepa vy se
neutralizo el sobrenadante de cultivo con anti-
suero polivalente y especifico contra la toxina
tipo A, de acuerdo con las recomendaciones del
Centro para el Control de Enfermedades de
Atlanta (Dowell y Hawkins 1981). No hubo
marcadas diferencias en el perfil bioquimico
y cromatografico de la cepa costarricense y
C. botulinum AB,F (proteolitico) (Holdeman
etal. 1977).

C. botulinum tipo A se encuentra amplia-
mente distribuido en el mundo y junto con el ti-
po B, parecen ser los mas comunes en suclos
(Smith y Williams 1984). La baja frecuencia
con que logramos aislar dicha cepa en las
muestras analizadas se podria explicar por ha-
ber empleado un método de aislamiento selecti-
vo para los diversos clostridios y no uno espe-
cifico para C. botulinum, ya que se sabe que la
susceptibilidad de sus esporas al calor y al alco-
hol puede variar segiin los diferentes tipos de la
especie (Ward et al. 1967, Smith 1977). Por
otra parte, podria ser que la frecuencia real de
C. botulinum sea baja. Para tratar de resolver
esta disyuntiva, estamos realizando un estudio
empleando una metodologia sensible y espzci-
fica para C. botulinum.

En Taiwan (Tsai y Ting 1977) y en Gran
Bretafia (Smith y Moryson 1975) se ha infor-
mado del aislamiento de C. botulinum de suelos
sin que se presenten casos de botulismo, como
estd ocurriendo en Costa Rica. Sin embargo, la
presencia de esta especie en suelos costarricen-
ses debe alertar al personal médico y paramédi-
o, asi como también al de la industria de ali-
mentos, en cuanto al riesgo potencial que im-
plica su presencia.
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