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RESUMEN

Clostridium tetani es un habitante de
suelos y el agente etiolégico del tétanos. La
distribucion de este agente en suelos de
diferentes paises muestra un ambito de 7 a
53%, tal amplitud podria deberse a la
sensibilidad de los métodos empleados o reflejar
una distribucion real. Para evaluar su frecuencia
en suelos de la Universidad de Costa Rica, 30
muestras de suelo fueron recogidas cerca de
cada Facultad y cultivadas por C. tetani. Se
encontraron 13 muestras positivas, 9 fueron
toxigénicas y 4 no toxigénicas. Ademas, se
identificaron 3 &reas del Campus en las cuales
se encontraron conglomeraciones de cepas
positivas. (Rev. Cost. Cienc. Méd. 1996- 17-2 34-38)
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INTRODUCCION

Clostridium es un género de
bacterias anaerobias, bacilares, Gram
positivas, esporuladas que habitan suelos,
sedimentos marinos e intestino de
animales (1,2,3). EI género incluye
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unas 20 especies toxigénicas, entre ellas C.
tetani causante del tétanos (2).

C. tetani es parte de la microbiota del
suelo y por esa razén la mayoria de los casos
de tétanos se asocian con traumatismos
expuestos contaminados con tierra.  Sin
embargo, la frecuencia descrita para esta
bacteria en el suelo de diferentes territorios
oscila desde 7% (4) hasta 53% (5). Tal ambito
podria reflejar realmente una distribucion
heterogénea de la bacteria en los territorios
evaluados; aunque podria deberse sélo a la
sensibilidad de los métodos de aislamiento
empleados en los diversos estudios, o bien a
ambos factores.

En este informe se describe la frecuencia
de aislamiento de C. tetani en suelos de la
Ciudad Universitaria Rodrigo Facio; una zona en
la cual se realizan muchas actividades
relacionadas directa o indirectamente con el
suelo, que incluye desde los trabajos propios de
jardineria, hasta deportes y entrenamientos en
agrimension; por lo tanto, la presencia de esta
bacteria en el suelo obviamente representa un
riesgo para la salud de los involucrados en tales
actividades.

MATERIAL Y METODOS

Se colectaron 30 muestras de suelo (ca.
100 g/muestra) en la Ciudad Universitaria
Rodrigo Facio, San José, Costa Rica. Los sitios
de muestreo se seleccionaron tratando de
obtener una muestra representativa del area. Se
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tomd una muestra cercana a cada Facultad, en
zonas donde el terreno aparentemente no fuese
removido con frecuencia (Fig. 1, Cuadro 1).

Las muestras se desecaron a 30°C por 2
a 3 semanas, se molieron en morteros, se
tamizaron a través de mallas con una porosidad
de ca de 0,5 mm de diametro y de cada muestra
se hizo una suspension de 1 g en 5 ml de
solucién salina estéril. De esa suspensiéon se
tomaron dos alicuotas de 1,5 ml, una se calentd
a 60°C/10 min y ambas se inocularon en sendos
tubos de caldo de carne cocida prerreducidos.
Los tubos se incubaron a 35°C durante 7 dias,
extrayendo muestras para cultivo a los 2 y 7
dias. La inoculacién de cada muestra se realizé
en agar sangre, mediante una estria con asa
bacterioldgica, cerca de la periferia del plato e
icubandole en anaerobiosis (GasPak) a 35°C
por 24 horas. Si hubo wuna pelicula de
crecimiento, tipo “swarming”, se tomo6 una asada
del borde de esa pelicula y se ray6 en otra placa
de agar sangre, pero esta vez con agar al 4% (lo
que denominamos “agar duro”), cuyo objetivo es
inhibir el fendmeno de “swarming” y obtener
colonias discretas que permitan verificar la
pureza de las cepas aisladas (3).

Las cepas obtenidas se identificaron
mediante pruebas bioquimicas y
cromatograficas (1). Las posibles cepas de C.
tetani o C. botulinum se sometieron a pruebas
de patogenicidad en ratones y subsiguiente
neutralizacion con antitoxinas especificas (6).

RESULTADOS

Se identificaron 15 cepas de C.
tetani aisladas a partir de 13 muestras
de suelos (43 %), cuya distribucion se
ilustra en la figura 1 y el cuadrol. A

partir de 9 muestras se obtuvieron 10 cepas
productoras de tetanospasmina, pues la
inoculacion de sobrenadantes libres de células
de esos cultivos fueron letales para ratones y la
inoculaciéon en ratones previamente tratados con
suero antitetanico no causo6 ningun efecto, o sea
gue se neutraliz6 la toxina, lo que corrobora que
se tratd de tetanospasmina.

El analisis de la distribucion de las
muestras analizadas en el Campus mostré dos
areas en las que, aparentemente hay
conglomeraciéon de muestras positivas, ambas
localizadas en el extremo suroeste del Campus.
La primera de esas areas incluye las muestras
10, 11 y 12, que corresponden a los sitios
cercanos al Auditorio de Derecho, y los Edificios
Administrativos. La segunda area esta
representada por las muestras 13, 14 y 15, que
corresponden a las zonas verdes de los edificios
de Arquitectura y Enfermeria (Fig. 1). También
las muestras 3 y 4 presentaron cepas
toxigénicas y fueron tomadas de dos zonas
relativamente cercanas (Facultad de
Odontologia y Biblioteca de Ciencias de la
Salud, respectivamente) De la muestra 30,
correspondiente a la Facultad de Agronomia e
indicada con un asterisco en la figura 1, se
aislaron dos cepas, una toxigénica y otra no
toxigénica.
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CUADRO 1

Distribucion de muestras de suelo cultivadas por

Fac. Biologia *

Fac. Farmacia *
Biblioteca Cienc. Salud **
Fac. Odontologia **
Esc. Geologia

Esc. Letras

Centro Recreacién
Fac. Ingenieria

Fac. Derecho
Auditorio Derecho **
Edificio Administr. A *
Edificio Administr. B **
Fac. Arquitectura **
Esc. Enfermerfa *
Esc. Enfermeria **

C. tetani no toxigénica.

** C. tetani toxigénica.

Esquema de la Ciudad Universitaria Rodrigo Facio, en que se ilustran los sitios de muestreo. Los nimeros en
circulos negros indican las muestras positivas por C. tetani. Los circulos sencillos corresponden a cepas no

toxigénicas y los circulos dobles a muestras toxigénicas. La muestra 30 se resalta con un asterisco para indicar que
produjo dos cepas una toxigénica y otra no. En el Cuadro 1 se indica la ubicacion de cada muestra.

Clostridium tetani

16.
17.
18.
19.

21.

Bibliot. Tinoco

Bibliot. C. Monge **
Esc. Fisico Matemat.
Esc. Cienc. Sociales
Estudios Generales
Plaza 24 abril

Esc. Quimica

Fac. Microbiologia
Esc. Quimica

Esc. Artes Musicales
Esc. Bellas Artes
Esc. Bellas Artes
Esc. Educacién

Esc. Educacién**
Fac. Agronomia *, **

O

DESCRIPCION DE LA FIGURA 1.
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DISCUSION

La frecuencia de C. tetani obtenida en
este estudio fue de 43% (13 muestras positivas);
previamente en 30 muestras obtenidas de la
Meseta Central s6lo se habia encontrado un
7%, 2 muestras positivas (4). Tal diferencia
podria deberse a la metodologia empleada,
pues en el trabajo de Rodriguez et. al (4) se
tratd de aislar el mayor numero posible de
especies de Clostridium, en tanto en el presente
estudio la metodologia se oriento
exclusivamente al aislamiento de las especies
de Clostridium con desplazamiento tipo
“swarming”, entre las cuales destaca C. tetan!
(7, 8).

El muestreo realizado, tomando un
espécimen de suelo en el area verde
correspondiente a cada edificio del Campus de
la Ciudad Universitaria Rodrigo Facio, brinda
una idea de la distribucion de Clostridium tetani
en este Campus, cuya area es de
aproximadamente 50 hectareas. Ademas, debe
considerarse que esta zona  presenta
condiciones especiales en cuanto a manejo de
los suelos, si se compara con otro territorio,
pues es atendido por las mismas cuadrillas de
jardineros que estan removiendo plantas; a la
vez bs trabajos de construccion y remocion de
suelos podrian estar llevando a una
homogeneizacién del suelo, redistribuyendo su
microbiota. Ello podria explicar las
conglomeraciones de cepas de C. tetani. Por
ejemplo, la primera zona mencionada incluye las
muestras 10, 11 y 12, de ellas sélo la 11 produjo
una cepa no toxigénica; esta area corresponde
a una de las zonas de construccibn mas
reciente del Campus, que incluye el Auditorio de
la Facultad de Derecho y Ilos edificios
administrativos. Cerca de esos edificios

se ubica la cancha de fatbol, indicada en la
figura 1 por un rectangulo en linea discontinua.
La cercania de esas zonas positivas a una area
dedicada al deporte, refuerza la necesidad de
mantener al dia los esquemas de vacunacion
anti-tetanica, sobre todo en los usuarios de ese
campo deportivo.

La segunda éarea de conglomeracion de
muestras positivas corresponde a las muestras
13, 14y 15.

En esa zona se ubican los edificios de la
Facultad de Arquitectura y la Escuela de
Enfermeria; sin embargo, en el pasado, alli
estuvo la Facultad de Agronomia y es posible
que por el tipo de trabajo y practicas de campo
de los agronomos, la microbiota de esa zona
haya  sido enriquecida  con bacterias
transportadas de otros sitios. Eso parece
reforzarse por el hallazgo de dos cepas, una
toxigénica y otra no, en la muestra 30,
correspondiente a los alrededores del edificio
actual de la facultad de Agronomia. La
recomendacion l6gica es que los trabajadores y
estudiantes de Agronomia deben mantener al
dia su esquema de vacunacion.

Finalmente, también se aislaron cepas
toxigénicas de las muestras cercanas a la
Biblioteca de Ciencias de la Salud y Facultad de
Odontologia, ubicadas practicamente en la
misma area. Estos datos indican la importancia
de exigir el esquema de vacunaciéon antitetanico
a los pacientes de Odontologia.

Los datos obtenidos deben motivar a
mantener al dia los esquemas de vacunacion
contra este agente en la poblacion universitaria
y si no, al menos en los trabajadores y
estudiantes, cuya labor involucra contacto
con el suelo, tal como se esta haciendo (M.
Romero. Oficina de Salud, UCR, comunicacion
personal). La poblacion de las areas
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sefialadas con conglomeracion de muestras
positivas por C. tetani toxigénicas deben
vacunarse prioritariamente.

Este llamado a actualizar y vigilar los
esguemas de vacunacion es importante, pues la
campafia de vacunacion antitetanica ya cumplié
los diez afios y comienza a mostrar fallas.
Durante 1995 (9) se inform6 de 6 casos de
tétanos, 3 de los cuales fueron fatales. Ello hace
sospechar que no toda la poblacion del pais
cuenta con el esquema completo de
vacunacion, que incluye la aplicacién del toxoide
cada diez afios, el cual posiblemente lo estén
recibiendo sélo los individuos que debido a un
trauma importante acuden a recibir atencién
médica.

ABSTRACT

Clostridium tetani is an inhabitant of soils
and the etiological agent of tetanus. It is widely
distributed in soils and positive isolates in
different countries ranged from 7 to 53%. The
wide range could be the result of culture method
variability or reflectc real distribution diferences.
To evaluate its frequency in soils of the
University of Costa Rica main campus, 30
samples of soil taked near each building Faculty
were cultured for C. tetani. Fifteen strains were
isolated from 13 samples (42%); 9 of them were
toxigenic. Also, three areas of the Campus were
identified with clusters of positive samples.
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