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RESUMEN. Se aisló C. perfringens en 44% de 75 muestras de 
embutidos de carne de cerdo (chorizo, salchichón y mortadela) 
provenientes de cinco plantas procesadoras del Area Metropolitana 
de Costa Rica y se obtuvo el número más probable (NMP) por gramo 
de alimento antes y después de la identificación bioquímica de las 
cepas aisladas; éste varió desde menos de 3 hasta más de 2.4 x 10^. 
Existiendo diferencias estadísticamente significativas (p<0.005) que 
respaldan la necesidad de utilizar pruebas bioquímicas para la confir­
mación de la presencia de C. perfringens en un alimento. Se aisló C. 
perfringens en el 92% de las muestras de chorizo, en el 28% de las 
de mortadelas y en el 12% de las de salchichón. Todas las muestras 
positivas fueron analizadas en busca de al menos una cepa 
enterotoxigénica, utilizando la prueba de aglutinación reversa pasiva 
en látex; de las 66 cepas probadas, 5 (8%) fueron enterotoxigénicas 
y correspondieron al chorizo y mortadela de una planta procesadora 
y al chorizo de otra. Los resultados de este estudio demuestran que los 
embutidos, y no sólo las carnes no procesadas, son importantes como 
factores de riesgo de toxiinfección alimentaria por C. perfringens. 
Palabras clave: Clostridium perfringens, embutidos, enterotoxina, 
identificación bioquímica, NMP/g.

SUMMARY. Clostridium perfringens in pork sausages from the 
Metropolitan Area, Costa Rica. The presence of C. perfringens 
was analized in 75 samples of pork sausages (chorizo, salchichón and 
bologna), obtained from five processing plants located in the 
Metropolitan AreaofCostaRica. Previously and afterthebiochemical 
identification of the strains, the most probable number (MPN) of C. 
perfringens per gram of food was determined and it varied from less 
than 3 to more than 2,4 x 10^. There were significant statistical 
differences (p<0.005) that support the need of employing biochemical 
tests for confirming C. perfringens in a given food. C. perfringens 
was present in 92% of the chorizos, in 28% of the bolognas and in 
12% of the salchichón. Every positive sample was tested looking for 
at least one enterotoxigenic strain, using the reverse passive 
agglutination latex test; 8% of the tested strains were enterotoxigenic 
and corresponded to chorizo and bologna from one processing plant 
and chorizo from another plant. The results obtained in this study 
show that pork sausages, and not just not processed meats, are 
important as risk factors for food intoxication by C. perfringens . 
Key words: Clostridium perfringens, sausages, enterotoxin, 
biochemical identification, MPN/g.

IN T R O D U C C IO N

Clostridium perfringens  es un bacilo Gram positivo, 
esporulado, anaerobio, cuyo hábitat principal es el suelo y el 
intestino de hum anos y animales. Produce una variedad de 
enfermedades en el hom bre (1), entre las que se incluye una 
toxiinfección alim entaria, asociada con el consum o de ali­
mentos que contienen más de 10^ UFC/g (2). Las células 
vegetativas llegan al intestino y al esporular producen una 
enterotoxina (CPE) (1-3) que es una proteína de 35 317 
daltons, term osensible, cuya dosis oral en seres humanos es de 
8 a 10 |j.g (4,5). T ípicam ente, el cuadro clínico, caracterizado 
por náuseas, diarrea, calam bres y gases abdom inales, se pre­
senta 6 a 12 horas después de haber ingerido los alimentos 
contaminados y se resuelve 12 a 24 horas después (1). En 
individuos inm unocom prom etidos, puede desarro llarse  
deshidratación severa, que puede llevar a com a y muerte. Los 
alimentos que con más frecuencia se relacionan con este 
cuadro son la  carne y los producto^ cárnicos, ya que el 
contenido intestinal del propio animal puede contaminarlos

durante su procesam iento en el m atadero (1,6); adem ás, esta 
bacteria requiere 13 am inoácidos diferentes que no puede 
sintetizar y que se encuentran en la carne (7).

C. perfringens  ocupa el segundo o tercer lugar como 
patógeno alim entario en países industrializados (8,9). En 
Costa Rica se desconoce la verdadera im portancia de este 
patógeno, pero siendo un país con alto consum o de carnes 
(10), se sospecha que es responsable de num erosos brotes 
diarreicos. Con el fin de determ inar si los em butidos (y no sólo 
las carnes) son im portantes factores de riesgo de toxiinfección 
por C. perfringens, en este estudio se pretende determ inar el 
número m ás probable por gramo de em butido (NM P/g) así 
com o establecer si algunas de las cepas aisladas son produc­
toras de enterotoxina; esto con el fin de determ inar el riesgo 
real de contraer una intoxicación alim entariapor C. perfringens.

M A T E R IA L E S  Y  M E T O D O S

Se analizaron 75 m uestras de em butidos (25 de chorizo, 25 
de salchichón y 25 de m ortadela) obtenidas a partir de cinco



plantas procesadoras del A rea M etropolitana de Costa Rica. 
Las m uestras fueron recolectadas en bolsas plásticas estériles, 
transportadas a tem peratura am biente al laboratorio (1) y 
analizadas antes de 6 horas. Para la  determ inación del N M P se 
siguió la  m etodología de Peeler et al. (11) y Rhodeham el y 
Harm on (12) y las recomendaciones de Smith (1) para optimizar 
esa determ inación, em pleando un medio de enriquecim iento y 
la  tem peratura ideal para C. perfringens. Así, se tom aron 25 
g de alim ento que se diluyeron en 225 mi de agua peptonada 
estéril (0.1% ); se prepararon diluciones decim ales (hasta 
10-5) y se enriquecieron por triplicado, en tubos con 10 m i de 
caldo infusión de cerebro y corazón, con glucosa y carne 
p icada (CICC) pre-reducidos antes de esterilizar (PRAS) a 
45°C por 24 h (1,13). A  partir de cada tubo con crecim iento y 
gas se inoculó A gar Sulfito-Polim ixina-Sulfadiazina (SPS) 
(1), que se incubó en anaerobiosis, a  45°C por 24 h. Las 
colonias bacterianas aisladas, incluyendo negras y blancas, se 
inocularon en tubos de CICC-PRAS que se incubaron en baño 
a 45°C por 4-5 h; aquellos con crecim iento y gas se rayaron 
en placas de A gar Sangre (AS), incubadas en anaerobiosis a 
45°C por 24 h.

Tom ando en cuenta esta inform ación (crecim iento en agar 
SPS a  45°C, producción de gas en 4-5 h a 45°C, colonias 
típicas en A S y m orfología y tinción de G ram  com patibles con 
C. perfringens) se determ inó el N M P (presuntivo) de C. 
perfringens  por gram o de alimento.

El N M P (confirm ado) de C. perfringens , por gramo de 
alim ento se determ inó identificando bioquím icam ente cada 
cepa de acuerdo con la  m etodología y pruebas recomendadas 
por Post (13,14) que incluyen movilidad, reducción de nitra­
tos, licuefacción de gelatina y fermentación de lactosa y 
salicina.

Todas las muestras positivas de C. perfringens fueron ana­
lizadas en busca de al menos una cepa enterotoxigénica. Una 
m uestra se consideró com o negativa para C. perfringens  
enterotoxigénico si ninguna de las cepas de esa muestra produjo 
CPE. L a determinación de la  enterotoxina se realizó utilizando 
la prueba de aglutinación reversa pasiva con látex (15), utilizan­
do com o control positivo de cepa de C. perfringens U CR A-89 
y  com o medio prom otor de esporulación el medio Duncan 
Strong modificado (15), en el que se sustituye el almidón por 
rafinosa e incubando en anaerobiosis por 72 horas.

R E S U L T A D O S  Y D IS C U S IO N

Se dem ostró la  presencia de C. perfringens  en 33 (44% ) de 
las 75 m uestras analizadas. Los N M P de C. perfringens por 
gram o de alim ento (presuntivo y confirm ado) de todas las 
m uestras positivas se pueden apreciar en la Tabla 1; en 14 
m uestras (42% ) hubo variación entre el N M P/g presuntivo y 
el confirm ado, existiendo diferencia estadísticam ente signifi­
cativa (p<0.005, a  =  0.05) por prueba de hipótesis de com pa­
raciones apareadas (16). Se aislaron en  total 136 cepas de las 
cuales 116 (85% ) confirm aron su identificación com o C.

perfringens. D e acuerdo con las recom endaciones de la FDA 
(Food and D rug A dm inistration) (12), el crecim iento en 
m edios selectivos con m orfología colonial típica, la  tinción de 
Gram  y la dem ostración del rápido crecim iento y actividad 
m etabòlica a 45°C, son pruebas suficientes para la  identifica­
ción presuntiva de C. perfringens  y ésta es sólo suficiente para 
propósitos m uy generales. A lgunas especies de Clostridium  
o casio n a lm en te  a is la d as  d e  a lim en to s  ta les  com o C. 
paraperfringens, C. baratii, C. absonum  y C. sardiniense, 
pueden presentar características sim ilares a  C. perfringens y 
sólo pueden diferenciarse m ediante pruebas bioquím icas. Por 
esta razón, este procedim iento, aunque puede resultar laborio-
so y de m ayor costo, es necesario siem pre que se requiera 
afirm ar que un alim ento tiene C. perfringens o que se quiera 
relacionar con un brote de toxiinfección (12).

TA BLA  1
Núm ero más probable (NM P) de C. perfringens  por gramo 

de alimento (presuntivo y confirm ado) en las muestras 
positivas

Planta Producto NMP/g
Presuntivo* Confirmado**

A Chorizo 4 4
2,3 x 10 2,3 x 10
2,3 x 10 2,3 x 10
1,5 x 10 1,5 x 10

B Chorizo 7,5 x 102 2,3 x 102
2,3 x 102 2,3 x 102
3,9 x 102 4,3 x 10
7,5 x 102 3,9 x 102
4,3 x 102 4,2 x 10

C Chorizo 2,3 x 102 2,3 x 102
2,3 x 102 2,3 x 102
2,3 x 102 2,3 x 102
1,1 x 10 1,1 x 10
3,0 x 102 1,5 x 10„

D Chorizo 1,5 x ¡O2 1,5 x 102
1,5 x IO2 7,5 x 10
9,3 x 10 2,1 x 10
7,5 x 10 7,5 x 10
9,3 x 10 4,3 x 10

Salchichón 7 7
2,3 x 10 2,3 x 10
2,3 x 10 2,3 x 10

Mortadela 4,3 x 103 4,3 x 103
2,3 x 103 2,3 x 103
7,5 x 102 4,3 x 102
>2,4 x 105 >2,4 x 105
2,3 x 10 2,3 x 10

E Chorizo 2,3 x 102 1,1 x 10
2,1 x 10 <3
9,3 x 10 1,1 x 10
9,3 x 10 3
9,3 x 10 4

Mortadela 4 4
4,3 x 10 4,3 x 10

* Crecimiento en SPS, crecimiento y gas en BHI-PRAS a 45°C en 
menos de 5 horas, morfología colonial y tinción de Gram 
compatible con C. perfringens.

** Identificación bioquímica.



En este estudio se demostró no sólo que cepas provenien­
tes de colonias negras en agar SPS no confirmaron ser C. 
petfringens, si no que colonias blancas en ese medio resulta­
ron ser C. petfringens. Esto confirma la necesidad de utilizar 
otros medios selectivos, más específicos para esta bacteria.

De las 25 muestras de chorizo, 23 (92%) contenían C. 
petfringens, aunque el NM P/g en todas ellas estuvo por debajo 
de la dosis infectante que es >10^ (2). Siete (28%) de las 25 
muestras de mortadela, procedentes de dos plantas producto­
ras fueron positivas por C. petfringens. En este tipo de 
alimento se encontró la muestra con el NM P/g más alto (>2,4 
x 105) así com o el promedio de NM P/g más alto (>4,9 x 10^). 
Este dato es importante, pues la mortadela usualmente se 
consumo sin un tratamiento térmico previo; además si las 
condiciones de almacenamiento no son las adecuadas, el 
número de bacterias puede aumentar y con ello, aumenta el 
riesgo de toxiinfección.

Con respecto a las muestras de salchichón, se aisló C. 
petfringens, en 3 (12%) de las 25 muestras analizadas, todas 
provenientes de una sola planta, con un promedio de NMP/g 
muy bajo (1,1 x 10). Aunque el NM P/g en estas muestras en 
y otras de chorizo y mortadela es bajo, es importante señalar 
que estos alimentos se utilizan para preparar comida china, 
picadillos, leguminosas y salsas, que forman parte de platillos 
preparado en grandes cantidades en sodas y restaurantes. Las 
esporas presentes podrían sobrevivir a las temperaturas de 
cocción, germinar y si estos alimentos son mantenidos a 
temperaturas que faciliten su crecimiento, rápidamente se 
podría alcanzar la dosis infectante, pues el tiempo de genera­
ción de esta bacteria puede ser tan corto como 7 minutos (1).

El menor porcentaje de muestras positivas de salchichón 
(12%) y mortadela (28%) con respecto al chorizo (92%), 
concuerda con la gran manipulación que se requiere para su 
elaboración y con el hecho de que no es precocinado ni 
contiene preservantes.

En todas las plantas procesadoras analizadas se encontró
C. petfringens  en al menos uno de sus productos; en las plantas 
A, B yC só loen  chorizo, en la planta E en chorizo y mortadela, 
y en la planta D en los tres tipos de embutidos investigados. 
Este hallazgo es evidencia de contaminación con suelos o 
materia intestinal, por lo que es altamente probable que otros 
microorganismos enteropatógenos también estén presentes. 
Esto sugiere que existen fallas importantes en el control de 
calidad de las plantas estudiadas y que es necesario un sistema 
de vigilancia más estricto del control de calidad que toda 
planta procesadora de alimentos debe aplicar.

Se analizaron para enterotoxina un total de 66 cepas, de las 
cuales 5 (8%) fueron enterotoxigénicas, 4 correspondieron a 
muestras de chorizo provenientes de las plantas D y E y la 
ultima a una muestra de mortadela proveniente de la planta E. 
Este bajo porcentaje de cepas enterotoxigénicas es congruente 
con la literatura, que menciona que aproximadamente el 5% 
de todos los aislamientos de C. petfringens  expresan el gen de

la enterotoxina (17). Sin embargo, la cepas que no expresan 
este gen pueden llegar a producir la enterotoxina como resul­
tado de choques térmicos repetidos (2), situación que podría 
darse si las esporas sobreviven a las temperaturas que permi­
tan su germinación y multiplicación posterior.

Los resultados de este estudio muestran que los embutidos 
y no sólo las carnes no procesadas, com o tradicionalmente se 
ha considerado (18), son importantes como factores de riesgo 
de toxiinfección alimentaria por C. petfringens, especialmen­
te si las condiciones de cocción y mantenimiento antes de su 
consumo son inadecuadas.
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