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Abstract: Thirty IOÜ sampIes from the Central Plateau of Costa Rica yielded 710 iIo1ates of 34 cloItridia specieI. 
Theae were Cl08tridium lilllS'hure"", C. oc,anicum and C. aardinie"", (100,73, and 60'1., respeclive1y). The toxige
me speci.es of !he genul were prelCllt in at least one sample, exc:epl for C. bollllinum, C. challvpei and C. ,piT%r"... 
Divemty per limpie (4-12Ipecies) exc:eeded what ha. been reported in similar 1tUdies. No ciorie1ati.on has been founcl 
between tbe presencc of a species and soll characteristics (or¡anic matrer, t.ype of soll, pH, precipitati<lll, a1titude). 
Key words: Cl08tridium, soll microor¡anisms, clostridia isolati<lll, Costa Rican son. 

El género Closlridium, integrado por bacte
rias Gram positivas, anaerobias y esporuladas, 
consta de más 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 
(AlIen y Baron 1991, Cato el al. 1986). 

Las especies de closlridios que se encuen
tran en el suelo son muy variadas y su diversi
dad depende tanto de las condiciones del suelo 
como de la metodología de aislamiento emple
ada; de ahí que los datos mostrados por varios 
investigadores difieran entre sí (Matches y 
Liston 1974, Miwa 1975, Smilh 1975a). En es
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 relación entre las especies y algunas condi
ciones ambientales. 

MATERIAL y MElODOS 

Se tomaron 30 muestras en la Meseta Central, 
incluyendo 13 tipos de suelo (pérez, Alvarado y 
Ramírez 1978). La altitud se tomó de mapas to
pográficos (Instituto Geográfico Nacional) y la 
precipitación media anual de mapas del Instituto 
Meteorológico Nacional (Cuadro 1). 

La toma y procesamiento de cada muestra se 
hizo de acuerdo con metodología ya descrita 
(Rodríguez el al. 1991, Gamboa el al. 1993). 
Esta incluye un tratamiento térmico de 600C 
por 10 min seguido de una exposición a alcohol 
etílico al 47.5%. De cada muestra se oblUvit"ZOll 
entre 25 y 30 aislamientos en cultivo puro, 
identificándose sólo los que correspondieron a 
bacilos Gram positivos, anaerobios, catalasa 
negativos. Cada cepa se caracterizó de acuerdo 
con los procedimientos bioquímicos y cromato
gráficos recomendados por el "Vlfginia Poly
technic InstilUte", VPI (Holdeman el al. 1977) 
y se· identificó mediante un nuevo programa de 
computación llamado Sistema de Identificación 
Biológica (Urena et al. en prep.). 

Para la conflfffiación de aquellos closlridios 
posiblemente toxigénicos se hicieron las prue
bas de toxigenicidad y neutralización recomen
dadas por el "Center for Disease Control". 
CDC (Dowell y Hawkins 1981), utilizando sue-

o.ros antibotulínicos (CDC) y antitetánico 
(Berna). 

Las determinaciones de pH y materia orgá
nica de las muestras de suelo se hicieron de 
acuerdo con la met�ología para análisis de 
suelos, plantas yaguas de Schweizer el 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 proporción de cepas sin 
identificar (1.5%), notoriamente disminuida 
con respecto a otros estudios (Matches y Liston 
1974, Miwa 1975, Smith 1975a), se debió pro
bablemente al aumento en el número de espe
cies contempladas en la nueva edición del 
Manual de Bacteriología Sistemática (Cato et 
al. 1986), que pasó de 63 a 83 especies y al em
pleo del programa de computación (Urefla et 
al. en prep.). 

Se aislaron 34 especies de clostridios en las 
30 muestras de. suelo (Cuadro 2). La especie 
más 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 habían sido descritas al mo
mento de esas investigaciones (Cato et a l .  
1986). 

Las especies más frecuentes en suelos 
(Smith y Williams 1984), así 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 áci
dos (Smith 1975a) como los de este estudio. 

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

CUADRO 1 

Sitios tk muestreo y SIUl caracterlsticas, Mueta Central, Costa Rica 

N"de Sitio de Localización TIpo de Precipitaci6n Altitud 
muestra recolecci6n suelo· pluvial (mm) (m) 

1 Montes del Aguacate 84"26W, 09"S7'N BS 2000-2S00 1100 
2 Desamparados, San José 84"04W, 09"S4'N IS 1500-2000 11 SO 
3 San Pedro, Montes de Oca 84"04W, 09"S6'N IS 1500-2000 1200 
4 Palmita, Zarcero . 84"22W, 10"1O'N 16 2000-2S00 1700 
S Naranjo, Centro 84"23W, 10'0TN 16 2000-2500 11S0 
6 Palmira, Zarcero 84"22W, 10"13'N 16 2000-2500 2000 
7 San Rafael de Hema 84"06W, 10"01'N 16 2000-2500 1300 
8 San Pedro de Poás 84"ISW, I0"0S'N 16 2500-3000 11 SO 
9 San Ramón Bste, Alajue1a 84"28W, 10"0S'N 16 1500-2000 lOSO 

10 san Ramón Oeste, Alajuela 84"29W, 10"06'N 16 2000-2500 1100 
11 San Juanillo, Zarcero 84"24W, 10"09'N 16 1500-2000 1800 
12 Heredia, Ilntrada S.H • .  84"07W, 09"S9'N r7 1500-2000 11S0 
13 Ciudad Universitaria, UCR 841l3W, 09"S7'N r7 1500-2000 1200 
14 Sto. Domingo, Salida Tlb4. 84"OSW, 09"S8'N r7 1500-2000 I1S0 
1S Los Angeles, Heredia 84"06W, 1 0'03 'N 111 2S00-3000 lS00 
16 Pacayas, Cartago 83"49W, 09"SS'N 111 2000-2500 17S0 
17 Paraíso, Cartago 83"S2W, O9"SO'N 112 1500-2000 1250 
18 Río Macho, Cartago 83"SI W, 09"47'N 114 3000-3500 1300 
19 Cartago, Entrada . 83"S6W, 09"S2'N I1 S <lSOO 1400 
20 Alajuela, Centro 84"13W, 10"01'N 117 1500-2000 9S0 
21 Atenas, Salida Oeste 84"24W, . 09"S8'N 117 2000-2500 700 
22 Aserrí, Centro 84"OSW, 09"S2'N 126 1500-2000 1300 
23 Ciudad Colón 84"ISW, 09"S6'N 126 1500-2000 900 24 Bscazú 84"09W, 09"S6'N 126 1500-2000 1100 
2S La Legua, Asem 84"07W, 09"44'N 126 2000-2500 1600 
26. San Gabriel, Asem 84"07W, 09"47'N 126 2000-2500 14SO 
'J:1 San Rafael, Arriba Desamp. 841)5W,. 09"S3'N 126 1500-2000 1200 
28 Finca Cúrubres, TIUbaca 84"06W, 09"49'N 130 1500-2000 1800 
29 Peñas Blancas, Caclú 83"48W, Ó9"48'N U4 lSOO-2000 1250 
30 Sta. Rosa, Cruce Thnúcares 84"19W, 09"S9'N V2 2000-2S00 7S0 

• SegWt clasificaci6n de Pérez et al. 1978 . 
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CUADRO 2 

Especies de clostridios seglÚl súfrecuencia (N) en 
suelos y muestras positivas (%) para cada especie, Meseta Central, Costa Rica 

Especie # (%) Muestras Positivas 

C. lit/l8eburense 30 (100) 1-30 

C. oceanicum 22 (73) 2-11,13-15,19,21-23,25-30 

C. sardiniense 18 (60) 2-6,9-11,13,16-20,23,27-28,30 

C. biJermentans 16 (53) 1-3,9,11-15,21-25,27,29 

C. glycolicum 14 (47) 2,4-5,8-9,12-13,17,21-26 

C. sporogenes 13 (43) 2-3,6,8,12,14.17-18,25-29 

C. plllrificum 12 (40) 2-3,8,10,13-15,22-24,26,28 

C. sublerminale 12 (40) 1-2,6-9,13,19-20,25,27,30 

C. peifringens 11 (37) 2,4-6,9-10,16,19,28-30 

C. tertium 10 (33) 8,14,16,18,20,23,24,26,28,30 

C. beijerinc/cii 7 (23) 8-9,11,14,16,29-30 

C. baratii 4 (13) 5,16-17,28 

C. carnis 4 (13) 4,18-19,25 

C. clostridioforme 4 (13) 5,16-17,28 

C.durum 4 (13) 17,19,27,29 

C.leptum 4 (13) 4,6,10,20 

C.limosum 4 (13) 1,4,13-14 

C. sordellii 4 (13) 4;6,20,28 

C. acetobutylicum 3 (10) 19,28-29 

C.blllyricum 3 (10) 8,21,30 

C·fallax 3 (10) 3,6,21 

C.felsineum, C. hastiJorme, 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. poraplllrificum y C. septicum se aislaron en una sola muestra. 

C. peifringens, el microorganismo patógeno 
de mayor distribución en la naturaleza (Cato e t 
al. 1986), fue la especie toxigénica más fre
cuente (37%). 

Las cepas de C. butyricwn y C. baratii no 
fueron toxigénicas, aWlque se ha descrito la pro
ducción de toxinas botulínicas por parte de algu
nas cepas de"estas especies (Hatheway 1990). 

Se encontró C. novyi en tres muestras de 
suelo (Cuadro 2), a diferencia de Nishida y 
Nakagawara (1964) quienes 10 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 trabajó con medios 
prerreducidos (PRAS), probablemente la fre
cuencia de esta especie en los suelos de la 
Meseta Central es menor. 

. 

Se aiSló C. tetani (Rodríguez et al. 1991) en 
sólo 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 debió a que no se utilizó un método 
específico 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 áreas geográficas. A pesar de que las prue
bas de toxigenicidad y neutralización confirma
ton la identificación de las cepas, éstas mostra
ron algunos cambios con respecto a los patrones 
bioquímicos descritos (Cato et al. 1986, Wilkins 
et al. 1988, Hatheway 1990), pues contrario a lo 
esperado, la lipasa, la fermentación de glucosa y 
la hidrólisis de la gelatina fueron positivas; estas 
dos últimas variaciones.ya habían sido informa
das en otros estudios (Sanada y Nishida 1965, 
Smith y Williams 1984). 

C. botulinum está en Costa Rica (Gamboa 
et al. 1993), pero no apareci6 en nuestras 30 
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muestras. Ya que el método de aislamiento no 
fue específico para dicha especie. su baja pro
porci6n en suelos conlespecto a otros clostri
dios (Smith y Williams 1984), la variabilidad 
en la tennorresistencia de sus esporas (Smith y 
Williams 1984) y la poca cantidad de toxina 
que producen algunos tipos en cultivo puro 
(Ciccarelli el al. 1977) podrían explicar este he
cho. Además se ha informado que cepas de C. 
perfringens y C. sporogenes, muy frecuentes en 
los suelos analizados, inhiben su crecimiento 
(Smith 1975b). 

Ninguna condici6n del suelo en particular 
pudo ser asociada con una mayor diversidad de 
clostridios. ya que los coeficientes de correla
ci6n fueron: 0.27 (contenido de materia orgáni
ca), 0.19 (precipitaci6n) y 0.04 (PH). Tampoco 
pudo establecerse asociaci6n entre la presencia 
de una especie de clostridios en particular y al
guna condici6n del suelo como pR, contenido 
de materia orgánica, tipo de suelo. altitud o 
precipitaci6n. Las características de los sitios 
de muestreo y de los suelos se encuentran en 
los Cuadros 1 y 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 está 
presente en los suelos de la Meseta Central. 

El alto número de especies aisladas permite 
considerar que el método de selecci6n de clos
tridios empleado en esta investigaci6n es satis
factorio. La frecuencia obtenida para algunas 
especies (C. perfringens, C. butyricum, C. ba
ratU, C. tetani, entre otras) podría ser mayor 
que la descrita en esta investigaci6n, ya que la 
termorresitencia de sus esporas es variable 
(Koransky et al. 1978, Smith y Williams 1984) 
y ningún método permitirá el aislamiento de to
dos los clostridios presentes en una muestra tan 
compleja como el suelo. 
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CUADRO 3 

MateriIJ org4nica, pIIy di'lersúltul tÜ upecia tÜ 
dostridios elllas IffIIUtru tÜ 8/U1lo 

Mueta CMlTal, Costa Rica 

NI' de muestra %mareria pH especies 
orgúüca diferentes 

1 2.6 S.9 4 
2 3.8 6.S 9 
3 2.8 6.s 8 
4 7.8 6.0 10 
S 9.s S.2 8 
6 13.s S.6 9 
7 1.7 6.1 4 
8 7.0 6.s 9 
9 U.S S.S 8 
10 8.1 S.O 6 
U S.3 S.S S 
12 7:], 6.3 4 
13 2.7 6.2 8 
14 7.2 6.1 9 
lS 7.8 S.7 S 
16 14.9 S.S 8 
17 8.3 S.3 7 
18 8.9 4.6 S 
19 4.1 7.4 7 
20 10.3 S.7 8 
21 S.3 6.4 6 
22 4.3 S.1 S 
23 I.S 6.S 9 
24 1.s 7.2 S 
2S 4.S S.8 9 
26 3.3 S.2 7 
27 7:2 6.3 7 
28 6.S S. l 12 
29 12.8 S.4 10 
30 2.0 S.4 8 

Media 8.S 6.S 7.3 

RESUMEN 

A partir de 30 muestras de suelo de la 
Meseta Central de Costa Rica. se logró aislar 
710 cepas de Clostridium correspondientes a 34 
especies. Las más frecuentes fueron C. 
lituseburense (100%), C. oceanicum (73%) y 
C. sardiniense (60%). Todas las especies toxi
génicas del género estuvieron presentes en al 
menos una de las muestras. excepto C. boluli
num, C. chauvoei y C. spiroforme. La diversi
dad de especies encontrada' fue de 4-12 espe
cíes por muestra. No se encontr6 relaci6n entre 
las especies aisladas y el pH, el contenido de 
materia orgánica, el tipo de suelo', la altitud o la 
precipitaci6n. 
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