Rev. Biol. Trop., 41 (3): 365-369, 1993

Clostridios meso6filos en suelos de 1a Meseta Central de Costa Rica
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Abstract: Thirty soil samples from the Central Plateau of Costa Rica yielded 710 isolates of 34 clostridia species.
These were Clostridium lituseburense, C. oceanicum and C. sardiniense (100, 73, and 60%, respectively). The toxige-
nic species of the genus were present in at least one sample, except for C. botwlinum, C. chauvoei and C. spiroforme.
Diversity per sample (4-12 species) exceeded what has been reported in similar studies. No correlation has been found
between the presence of a species and soil characteristics (organic maser, type of soil, pH, precipitation, altitude).
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El género Clostridium, integrado por bacte-
rias Gram positivas, anaerobias y esporuladas,
consta de mis de 100 especies ampliamente
distribuidas en suelos, sedimentos marinos,
aguas dulces y cloacales y en el tracto intestinal
de humanos y otros vertebrados y en insectos
(Allen y Baron 1991, Cato et al. 1986).

Las especies de clostridios que se encuen-
tran en el suelo son muy variadas y su diversi-
dad depende tanto de las condiciones del suelo
como de la metodologia de aislamiento emple-
ada; de ahi que los datos mostrados por varios
investigadores difieran entre si (Matches y
Liston 1974, Miwa 1975, Smith 1975a). En cs-
te trabajo se ha pretendido determinar la diver-
sidad de especies de Clostridium mes6filos en
ciertos suelos de Costa Rica y observar si exis-
te relacion entre las especics y algunas condi-
ciones ambientales.

MATERIAL Y METODOS

Se tomaron 30 muestras en la Mescta Central,
incluyendo 13 tipos de suelo (Pérez, Alvarado y
Ramirez 1978). La altitud se tomé de mapas to-
pograficos (Instituto Geografico Nacional) y la
precipitacién media anual de mapas del Instituto
Meteorolégico Nacional (Cuadro 1).

La toma y procesamiento de cada muestra se
hizo de acuerdo con metodologia ya descrita
(Rodriguez et al. 1991, Gamboa et al. 1993).
Esta incluye un tratamiento térmico de 60°C
por 10 min seguido de una exposicién a alcohol
etilico al 47.5%. De cada muestra se obtuvieron
entre 25 y 30 aislamientos en cultivo puro,
identificindose s6lo los que correspondieron a
bacilos Gram positivos, anaerobios, catalasa
negativos. Cada cepa se caracterizé de acuerdo
con los procedimientos bioquimicos y cromato-
graficos recomendados por el "Virginia Poly-
technic Institute”, VPI (Holdeman et al. 1977)
y se identific6 mediante un nuevo programa de
computacién llamado Sistema de Identificacién
Biolégica (Urefia et al. en prep.).

Para 1a confirmacién de aquellos clostridios
posiblemente toxigénicos se hicieron las prue-
bas de toxigenicidad y neutralizacién recomen-
dadas por el "Center for Disease Control”,
CDC (Dowell y Hawkins 1981), utilizando sue-
ros antibotulinicos (CDC) y antitetdnico
(Berna).

Las determinaciones de pH y materia orgé-
nica de las muestras de suelo se hicieron de
acuerdo con la metodologia para anélisis de
suelos, plantas y aguas de Schweizer et al.
(1980).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se aislaron 710 cepas de clostridios a partir
de las 30 muestras de suelo examinadas, de las
cuales 699 cepas (98.5%) se identificaron hasta
especie. La baja proporcién de cepas sin
identificar (1.5%), notoriamente disminuida
con respecto a otros estudios (Matches y Liston
1974, Miwa 1975, Smith 1975a), se debié pro-
bablemente al aumento en el niimero de espe-
cies contempladas en la nueva edicién del
Manual de Bacteriologia Sistemética (Cato et
al. 1986), que pasé de 63 a 83 especies y al em-
pleo del programa de computacién (Urefia et
al. en prep.).

Se aislaron 34 especies de clostridios en las
30 muestras de suelo (Cuadro 2). La especie
mds frecuente fue C. lituseburense, presente en
todas las muestras, seguida por C. oceanicum 'y

C. sardiniense (73% y 60% de las muestras,
respectivamente). Ninguna de éstas fue aislada
en estudios similares realizados por Smith
(1975a), Miwa (1975) y Matches y Liston
(1974), aunque ya habian sido descritas al mo-
mento de esas investigaciones (Cato et al.
1986).

Las especies més frecuentes en suelos
(Smith y Williams 1984), asi como también las
aisladas en Costa Rica previamente (Smith
1975a), estuvieron presentes en las muestras de
la Meseta Central, excepto C. mangenotii, a pe-
sar de que se le ha relacionado con suelos 4ci-
dos (Smith 1975a) como los de este estudio.

Todas las especies toxigénicas de
Clostridium (Hatheway 1990), con excepcién
de C. botulinum, C. chauvoei y C. spiroforme,
estuvieron presentes en al menos una de las
muesiras.

CUADRO1

Sitios de muestreo y sus caracter(sticas, Meseta Central, Costa Rica

N2 de Sitio de Localizacién
muestra recoleccién

1 Montes del Aguacate 84°26'W, 09°57N

2 Desamparados, San José 84°:04'W, 09°54N

3 San Pedro, Montes de Oca 84°04'W, 09°56N

4 Palmita, Zarcero 84°22'W, 10°10N

5 Naranjo, Centro 84-23'W, 10007N

6 Palmira, Zarcero 84°22'W, 10°13N

7 San Rafael de Heredia 84°06'W, 1001'N

8 San Pedro de Pods 84°15'W, 10°05'N

9 San Ramén Este, Alajuela 84°28'W, 10:05'N
10 San Ramén Qeste, Alajuela 84°29'W, 10°06'N
11 San Juanillo, Zarcero 84°24'W, 10°09'N
12 Heredia, Entrada S.E. 84°07'W, 09°59'N
13 Ciudad Universitaria, UCR 84°03'W, 09°57N
14 Sto. Domingo, Salida Tib4s 84°05'W, 09°58'N
15 Los Angeles, Heredia 84°06'W, 10°03'N
16 Pacayas, Cartago 83°49'W, 09°55N
17 Paraiso, Cartago 83°52'W, 09°50'N
18 Rio Macho, Cartago 83°51'W, 09°47N
19 Canago, Entrada 83°56'W, 09°52'N
20 Alajuela, Centro 84°13'W, 10001'N
21 Atenas, Salida Oeste 84724'W, 09°58'N
22 Aserri, Centro 84°05'W, 09°52'N
23 Ciudad Col6n 84°15'W, 09°56'N
24 Escazi 84°09'W, 09°56N
25 La Legua, Aserri 84°07'W, 09°44N
26 San Gabriel, Aserri 84°07'W, 09°47N
27 San Rafael, Arriba Desamp. 84°05'W, 09°53'N
28 Finca Chirubres, Tarbaca 84°06'W, 09°49N
29 Pefias Blancas, Cachi 83°48'W, 09°48'N
30 Sta. Rosa, Cruce Turnicares 84°19'W, 09°59'N

* Segiin clasificacién de Pérez et al. 1978.

Tipo de Precipitacién Altitud
suelo* pluvial (mm) (m)
ES 2000-2500 1100
15 1500-2000 1150
15 1500-2000 1200
I6 2000-2500 1700
I6 2000-2500 1150
I6 2000-2500 2000
I6 2000-2500 1300
I6 2500-3000 1150
16 1500-2000 1050
16 2000-2500 1100
16 1500-2000 1800
7 1500-2000 1150
7 1500-2000 1200
7 1500-2000 1150
11 2500-3000 1500
111 2000-2500 1750
112 1500-2000 1250
114 3000-3500 1300
115 <1500 1400
117 1500-2000 950
117 2000-2500 700
126 1500-2000 1300
126 1500-2000 900
126 1500-2000 1100
126 2000-2500 1600
126 2000-2500 1450
126 1500-2000 1200
130 1500-2000 1800
U4 1500-2000 1250
V2 2000-2500 750
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CUADRO2

Especies de clostridios segiin su frecuencia (#) en
suelos y muestras positivas (%) para cada especie, Meseta Central, Costa Rica

Especie #
C. lituseburense 30
C. oceanicum 22
C. sardiniense 18
C. bifermentans 16
C. glycolicum 14
C. sporogenes 13
C. putrificum 12
C. subterminale 12
C. perfringens 11
C. tertium 10
C. beijerinckii 7
C. baratii 4
C. carnis 4
C. clostridioforme 4
C. durum 4
C. leptum 4
C. limosum 4
C. sordellii 4
C. acetobutylicum 3
C. butyricum 3
C. fallax 3

(%)

(100)
(3)
(60)
(53
@“n
43)
(40)
(40)
@37
(33
(23)
(13)
(13)
(13)
13)
(13)
13)
(13)
(10
(10
(10

Muestras Positivas

1-30
2-11,13-15,19,21-23,25-30
2-6,9-11,13,16-20,23,27-28,30
1-3,9,11-15,21-25,27,29
2,4-5,8-9,12-13,17,21-26
2-3,6,8,12,14,17-18,25-29
2-3,8,10,13-15,22-24,26,28
1-2,6-9,13,19-20,25,27,30
2,4-6,9-10,16,19,28-30
8,14,16,18,20,23,24,26,28,30
8-9,11,14,16,29-30
5,16-17,28

4,18-19,25

5,16-17,28

17,19,27,29

4,6,10,20

1,4,13-14

4,6,20,28

19,28-29

8,21,30

3,6,21

C. felsineum, C. hastiforme, C. novyi tipo B, C. sphenoides y C. tetani se aislaron en dos muestras. C. celatum, C. difficile, C.
histolyticum, C. indolis, C. irregulare, C. novyi tipo A, C. paraputrificum y C. septicum se aislaron en una sola muestra.

C. perfringens, el microorganismo patégeno
de mayor distribucién en la naturaleza (Cato e ¢
al. 1986), fue la especie toxigénica mds fre-
cuente (37%).

Las cepas de C. butyricum y C. baratii no
fueron toxigénicas, aunque se ha descrito la pro-
duccibn de toxinas botulinicas por parte de algu-
nas cepas de estas especies (Hatheway 1990).

Se encontré C. novyi en tres muestras de
suelo (Cuadro 2), a diferencia de Nishida y
Nakagawara (1964) quienes lo aislaron en to-
das sus muestras. Debido a que las esporas de
C. novyi son muy termorresistentes (Smith y
Williams 1984) y a que se trabajé con medios
prerreducidos (PRAS), probablemente la fre-
cuencia de esta especie en los suelos de la
Meseta Central es menor.

Se aisl6 C. tetani (Rodriguez et al. 1991) en
s6lo un 7% de las muestras (Cuadro 2), fre-
cuencia menor a la descrita en otras latitudes

(Sanada y Nishida 1965, Beland y Rossier
1973, Tavares 1975, Smith 1978). Esto posible-
mente se debié a que no se utilizé un método
especifico para C. tetani, a que la acidez de
nuestros suelos (pH 5.8 en promedio) no le fa-
vorece (Wilkins et al. 1988) o a que su prevalen-
cia en las zonas estudiadas es menor que en
otras dreas geograficas. A pesar de que las prue-
bas de toxigenicidad y neutralizacién confirma-
ron la identificacién de las cepas, éstas mostra-
ron algunos cambios con respecto a los patrones
bioquimicos descritos (Cato et al. 1986, Wilkins
et al. 1988, Hatheway 1990), pues contrario a lo
esperado, la lipasa, la fermentacién de glucosa y
la hidrélisis de la gelatina fueron positivas; estas
dos iltimas variaciones ya habian sido informa-
das en otros estudios (Sanada y Nishida 1965,
Smith y Williams 1984).

C. botulinum estd en Costa Rica (Gamboa
et al. 1993), pero no aparecié en nuestras 30
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muestras. Ya que el método de aislamiento no
fue especifico para dicha especie, su baja pro-
porcién en suelos con respecto a otros clostri-
dios (Smith y Williams 1984), la variabilidad
en la termorresistencia de sus esporas (Smith y
Williams 1984) y la poca cantidad de toxina
que producen algunos tipos en cultivo puro
(Ciccarelli et al. 1977) podrian explicar este he-
cho. Ademis se ha informado que cepas de C.
perfringensy C. sporogenes, muy frecuentes en
los suelos analizados, inhiben su crecimiento
(Smith 1975b).

Ninguna condicién del suelo en particular
pudo ser asociada con una mayor diversidad de
clostridios, ya que los coeficientes de correla-
cién fueron: 0.27 (contenido de materia orgéni-
ca), 0.19 (precipitacién) y 0.04 (pH). Tampoco
pudo establecerse asociacién entre la presencia
de una especie de clostridios en particular y al-
guna condicién del suelo como pH, contenido
de materia orgénica, tipo de suelo, altitud o
precipitacién. Las caracteristicas de los sitios
de muestreo y de los suelos se encuentran en
los Cuadros 1y 3.

La diversidad de especies de clostridios en
las muestras analizadas fue grande, ya que se
aisl6 desde cuatro hasta 12 especies por mues-
tra, con un total de 34 en las 30 muestras. Estos
datos demuestran que la biodiversidad descrita
en otros ambientes costarricenses, también estd
presente en los suelos de 1a Meseta Central.

El alto niimero de especies aisladas permite
considerar que el método de seleccién de clos-
tridios empleado en esta investigacién es satis-
factorio. La frecuencia obtenida para algunas
especies (C. perfringens, C. butyricum, C. ba-
ratii, C. tetani, entre otras) podria ser mayor
que la descrita en esta investigacién, ya que la
termorresitencia de sus esporas es variable
(Koransky et al. 1978, Smith y Williams 1984)
y ningin método permitir4 el aislamiento de to-
dos los clostridios presentes en una muestra tan
compleja como el suelo.
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CUADRO 3

Materia orgdnica, pH y diversidad de especies de
clostridios en las muestras de suelo
Meseta Central, Costa Rica

N?de muestra % materia pH especies

orgénica diferentes
1 2.6 59 4
2 3.8 6.5 9
3 2.8 6.5 8
4 7.8 6.0 10
5 9.5 5.2 8
6 13.5 5.6 9
7 1.7 6.1 4
8 7.0 6.5 9
9 11.5 5.5 8
10 8.1 5.0 6
1 53 55 5
12 72 6.3 4
13 2.7 6.2 8
14 72 6.1 9
15 7.8 517 )
16 149 55 8
17 83 53 7
18 8.9 4.6 5
19 4.1 74 7
20 103 5.7 8
21 53 6.4 6
2 43 5.1 5
23 1.5 6.5 9
24 1.5 72 5
25 4.5 5.8 9
26 33 52 7
27 72 6.3 7
28 6.5 5.1 12
29 12.8 54 10
30 2.0 54 8
Media 8.5 6.5 73

RESUMEN

A partir de 30 muestras de suelo de la
Meseta Central de Costa Rica, se logré aislar
710 cepas de Clostridium correspondientes a 34
especies. Las mis frecuentes fueron C.
lituseburense (100%), C. oceanicum (713%) y
C. sardiniense (60%). Todas las especies toxi-
génicas del género estuvieron presentes en al
menos una de las muestras, excepto C. botuli-
num, C. chauvoei y C. spiroforme. La diversi-
dad de especies encontrada fue de 4-12 espe-
cies por muestra. No se encontré relacién entre
las especies aisladas y el pH, el contenido de
materia orgénica, el tipo de suelo, la alsitud o la
precipitacién.
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