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RESUMEN. En Costa Rica existe una gran cantidad de servicios de
alimentacién piiblica distribuidos alo largo del pais y sonmuchas las
personas que consumen alimentosenellos diariamente. El Clostridium
perfringens €s una bacteria asociada a un cuadro de toxiinfeccién
alimentaria relacionado, principalmente, con laingesta de productos
cérnicos mantenidos por largo tiempo a temperaturas por debajo de
70°C, El objetivo de este estudio fue evaluar los servicios de
alimentacién publica que utilizan bafios de maria para mantener este
tipo de preparaciones calientes, con el fin de establecer la presencia
de C. perfringens en carne cocinada de res; ademds de evaluar la
capacidad enterotoxigénica de las cepas aisladas.

Se analizaron 81 muestras de carne cocinada de res provenientes de
27 establecimientos de alimentacién piiblica ubicados en el Cantén
Central de San José. Se utiliz6 la metodologia descrita por Labbé y
Harmon para el aislamiento de esta bacteria en 10g de muestra.
Ademds, se determiné la capacidad enterotoxigénica de las cepas
mediante una prueba de aglutinacién reversa pasiva con latex de la
casa Oxoid. De los 27 servicios de alimentacién piblica analizados,
ocho (30%) resultaron positivos en los tres muestreos realizados,
nueve (33%) resultaron positivos en una o dos ocasiones, y diez
(37%) dieron negativos en todas las ocasiones. Esto implica que en
17(63%) de los establecimientos se aislé la bacteria por lo menos una
vez. Delas 81 muestras de preparaciones a base de carne analizadas,
37 (46%) fueron positivas por C. perfringens. Por otro lado, las
temperaturas de mantenimiento de los alimentos variaron entre 56 y
82°C, con un promedio de 68,7°C. De las 37 cepas identificadas
como C. perfringens, se encontré que 12 (32%) resultaron positivas
para enterotoxina.

Se concluye que la presencia de C. perfringens en platillos hechos a
base de carne de res y mantenidos en bafios de marfa representa un
tiesgo importante para la salud piiblica, asi como que la temperatura
de mantenimiento de los alimentos s critica parala multiplicacién de
esta bacteria.

Palabras clave: Clostridium perfringens, enterotoxina, servicios de
alimentacién piblica, bafio de marfa, carne.

INTRODUCCION

En Costa Rica existe una gran cantidad de servicios de
alimentacién piblica distribuidos a lo largo del pais y son
uchas las personas que consumen alimentos en ellos, princi-
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SUMMARY. Presence of Clostridium perfringens in meat based
preparations from public food services in San Jose, Costa Rica.
In Costa Rica there are a large number of public food services
distributed along the country, where a considerable number of people
eat daily. Clostridium perfringens is a bacteria associated with
foodborne illness related, especially, to meat products kept for long
time at temperatures under 70°C. The aim of this study was to
evaluate the public food services that use water baths for keeping
foodhotin order to establish the presence of C. perfringens incooked
bovine meat dishes and to evaluate the enterotoxigenic capacity of
the strains isolated.

81 samples of cooked bovine meat plates coming from 27 public food
services, located in the Central County of San José were analyzed.
The methodology described by Labbe & Harmon for the isolation of
C. perfringens was used in 10g of sample. Also, the enterotoxigenic
capacity of the strains was evaluated using the passive-reverse-latex-
agglutination assay from Oxoid. From the 27 public food services
analyzed, eight (30%) were positive in the three samplings done, nine
(33%) were positive in one or two occasions, and ten (37%) were
negativealltimes. Thisimpliesthatin 17 (63%) of the establishments
studied, the bacteria was isolated at least once. From the 81
preparations studied, 37 (46%) were positive for the bacteria. The
temperatures at which food was kept varied from 56 to 82°C, with an
average of 68,7°C. From the 37 strains identified as C. perfringens,
12 (32%) were positive for enterotoxin.

In conclusion, the presence of C. perfringens in bovine meat dishes,
maintained in water baths, represents an important risk for public
health, and the temperature at which the preparation is kept is critical
for the multiplication of the bacteria.

Key words: Clostridium perfringens, enterotoxin, public food
services, waterbath, meat.

palmente por cercania al trabajo y por su bajo costo. Por otro
lado, Costa Rica es un pais altamente consumidor de carnes,
tal y como se describe en un estudio efectuado en el Centro de
Investigacién en Tecnologfa de Alimentos (CITA), donde se
indica que en el 97,9% de los hogares costarricenses se
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consume algin tipo de carne (1). También, en nuestro pafs se
ha demostrado que en las carnes crudas se encuentra frecuen-
temente Clostridium perfringens (2). Estabacteria es conside-
rada la tercera causa de toxiinfecci6n alimentaria en Estados
Unidos y la segunda causa en Canadé e Inglaterra (3).

Cuando los alimentos se mantienen a una temperatura de
43 a 45°C, las formas vegetativas de esta bacteria pueden
multiplicarse rdpidamente, debido a que ésta es la temperatura
Gptima para su crecimiento. Incluso labacteria puede reprodu-
cirse en alimentos mantenidos en bafios de marfa que estdn a
una temperatura por encima de 50°C, alcanzdndose altos
niéimeros en un corto perfodo de tiempo (3). El consumo de
més de 106-107 UFC/ g de formas vegetativas estd asociado a
un cuadro de toxiinfeccidn, el cual se debe a la produccién y
liberacién de una enterotoxina como consecuencia de la
exporulacién de la bacteria en el intestino. Se trata de una
protefna termosensible, con un peso molecular de 35 317
Daltons y un punto isoeléctrico de 4,5 (4) y la dosis oral
necesaria para causar los sfntomas de toxiinfeccién en huma-
nos es de 8 a 10 ug (5). Estaenterotoxina afecta directamente
elepitelio intestinal e inhibe el transporte de glucosa; el cuadro
diarreico y los intensos dolores abdominales se producen de 6
a 12 horas después de ingerir el alimento contaminado y
generalmente, se resuelven en menos de 24 horas (4).

La carne y los productos carnicos son los alimentos que
més se asocian con el cuadro de toxiinfeccién producido por
esta bacteria, debido a la necesidad de la bacteria de consumir
13 diferentes aminodcidos los cuales no puede sintetizar y que
se encuentran en la carne (6).

Dado el gran niimero de brotes diarreicos asociados a C.
perfringens descritos a nivel mundial y al alto consumo de
carnes en Costa Rica, se ha considerado importante hacer un
estudio representativo en los servicios de alimentacién que
utilizan bafios de marfa para establecer la presencia de C.
perfringens en carne cocinada de res. Se pretende ademis,
evaluar la capacidad enterotoxigénica de las cepas aisladas,
con el fin de establecer el riesgo de contraer una toxiinfeccién
alimentaria.

MATERIALES Y METODOS

Muestras analizadas
Se muestred, en tres ocasiones diferentes, 27 servicios de
alimentacién publica del Cantén Central de San José que
utilizan bafios de maria para conservar los alimentos prepara-
dos. Se recolectaron 81 muestras de carne cocinada de res
- independientemente de su preparacién: en picadillos, en sal-
sas, en trozos, molida, etc. Las muestras fueron recolectadas
en bolsas pldsticas estériles y transportadas a temperatura
ambiente al Laboratorio de Investigacién de Bacteriologia
Anaerobia de la Facultad de Microbiologfa, Universidad de
Costa Rica; fueron analizadas en un maximo de dos horas
después de surecoleccién. Ademis, seregistr6 latemperatura
de los alimentos en el bafio de maria en el momento de tomar

la muestra de carne mediante el uso de un termémetro de
campo.

Metodologia

Se utiliz6 el método descrito por Labbé y Harmon (7) para
elaislamiento de C. perfringens en 10 gramos de muestra. Lag
muestras fueron preenriquecidas por 24 h a.35°C en tubos cop
5 ml de caldo peptona-levadura (peptone-yeast, PY)
prerreducidos (8). A partir de los tubos que presentarop
turbiedad y producci6n de gas, se ray6 una asada en agar SPS
(sulfito-polimixina-sulfadiazina) que se incub6 en anaerobiosis
por24ha35°C. Las colonias bacterianas aisladas, incluyendo
negras y blancas, fueron inoculadas en tubos de carne picada
(chopped meat, CM) prerreducidos (8) y se colocaron en baiio
de maria a 44°C por una hora aproximadamente. Cada tubo
positivo (crecimiento y gas), se inocul$ en agar Yema de
Huevo Sangre (agar yema de huevo + 5% sangre desfibrinada)
el cual fue incubado en anaerobiosis por 24 h a 35°C.

Como cepa control se utiliz6 durante el estudio un cultivo
de C. perfringens (ATCC 13124).

Identificacion de las cepas

Las pruebas bioquimicas para la confirmacién de la bac-
teria se realizaron en medios prereducidos e incluyeron movi-
lidad, produccién de indol, hidrélisis de esculina'y de gelatina,
hidrélisis y pH de almidé6n, reduccién de nitratos, digestién de
carne, fermentacién de arabinosa, celobiosa, fructosa,
galactosa, glucosa, lactosa, maltosa, manitol, manosa,
melibiosa, ribosa, sacarosa, salicina, trealosa y xilosa; la
determinaci6n de lecitinasa y lipasa se realiz6 en agar yemade
huevo, siguiendo la metodologia descrita por Holdeman et al
(8).

Se utiliz6 el programa de computacién “Sistema de Iden-
tificacién Biol6gica” para la identificacion final de las espe-
cies aisladas (9)/ Este programa compara el resultado de cada
unade las pruebas que serealizaron alas cepas aisladas con los
resultados de las bacterias contenidas en una base de datos. Se
consideraron como C. perfringens todas aquellas cepas cuyos
indices de similitud fueran mayores de 0,90 y éstas se repor-
taron como positivas en 10g.

Prueba de deteccion de la enterotoxina

Pararealizar las pruebas de deteccién de 1a enterotoxinade
C. perfringens se utiliz6 una prueba de aglutinaci6n reversa
pasiva con litex de la casa Oxoid, la cual es capaz de detectar
menos de 2ng/ml de enterotoxina, segiin las recomendaciones
del Center for Disease Control (CDC) (10). Como medio de
esporulacién se utiliz6 el medio Duncan-Strong modificado,
incubado por 96 horas en anaerobiosis.

RESULTADOS Y DISCUSION

Costa Rica carece de informaci6n estadistica respecto al
mimero de casos de diarrea que se dan anualmente por C.
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perfringens, pero los datgs obtenidos en gste andlisis permit.en
corroborar la importancia de esta bacteria en nuestro medio.
De los 27 servicios de alimentacién publica del Cant6n Cen-
iral de San José analizados, ocho (30%) resultaron positivos
en los tres muestreos realizados, nueve (33%) resultaron
positivosenunao dos ocasiones y diez (37%) dieron negativos
en todas las ocasiones. Esto implica que en 17 (63%) de los
establecimientos se aisl$ la bacteria por lo menos una vez.

Debido a que la muestra es estadisticamente representati-
va y tomada al azar, se puede inferir, por medio de la prueba
estadistica “Presencia de intervalo para mediciones” (11), que
la verdadera proporcién de establecimientos del Cantén Cen-
tral de San José en los que esta presente esta bacteria varia
entre 44% y 82%, con un 95% de confianza, lo cual representa
un riesgo importante para la salud. La presencia de C.
perfringens enun alimento no lo hace responsable de causar
enfermedad alimentaria, a menos que el alimento sea mante-
nido en condiciones que le permitan reproducirse hasta alcan-
zarladosis infectante. No obstante, el tiempo de generaciénde
esta bacteria es corto, por lo que si su almacenamiento es
prolongado e inadecuado, en poco tiempo se pueden generar
grandes cantidades de formas vegetativas, alcanzéndose esta
dosis (12).

Como ocurre con la mayorfa de enfermedades de origen
alimentario, la presencia de C. perfringens en los alimentos
representa unriesgo potencial dependiendo de los controles de
tiempoy temperaturaque se tengan antes del consumo de éstos
(13). Con frecuencia el enfriamiento del alimento después de
sucoccién suele ser inapropiado, con perfodos superiores a 12
horas entre la preparacién y el consumo; asi mismo, también
hayuninadecuado recalentamiento del mismo antes de ingerirlo
(14,15).

De las 81 muestras de preparaciones a base de carne
analizadas, 37 (46%) fueron positivas para C. perfringens.
Utilizando la prueba estadistica antes mencionada, se puede
inferir que la verdadera proporcién de muestras de carne enlas
que estd presente esta bacteria oscila entre 35% y 57%, conun
95% de confianza.

Labbé informa que en general, la incidencia de C.
Perfringens en carnes de pollo y res cruda es cercana aun 50%
(3). También, Hall y Angelotti encontraron que el 43% de
muestras de carne de res en Estados Unidos presentaban
contaminacién con C. perfringens (16). En un estudio previo
en Costa Rica, la incidencia de C. perfringens en carnes
molidas crudas fue de un 69%, valor considerado elevado
comparado con estudios similares (2).

El porcentaje de positividad obtenido en este trabajo
puede justificarse basdndose en varias razones, entre ellas se
puede citar la alta contaminacién presente en las carnes crudas
nacionales, contaminacién cruzada ya sea con utensilios o con
las manos de los manipuladores, deficiencias de higiene,
ineficientes controles de tiempo y temperatura durante Ia
coccidn del producto, la temperatura de mantenimiento de las
Preparaciones de carne en bafios de maria y al hecho de que se

haya trabajado con colonias negras y blancas, aisladas a partir
del SPS. A pesar de que las colonias tipicas de C. perfringens
en este medio se describen como negras, se ha demostrado que
muchas cepas no son capaces de reducir el sulfito, razén por
la cual apareceran de color blanco (7).

La temperatura a la que se mantienen los alimentos des-
pués de su coccidn es critica, pues la multiplicacién de las
formas vegetativas de C. perfringens dependera de ésta. En el
presente estudio, la menor temperatura determinada fue de
56°C, y lamayor de 82°C, con un promedio de 68,7°C y una
desviacién estandar de 7,8°C. El promedio de las temperaturas
de las muestras positivas por C. perfringens fue de 61,8°C,
mientras que el de las muestras negativas fue de 74,6°C. Estos
datos concuerdan con Anderson et al. quienes sefialan que
entre 70 y 80°C se destruirdn la mayoria de las células
vegetativas de C. perfringens que pudieran estar presentes
(17). Igualmente, Labbé recomienda que la temperatura inter-
naminima del alimento debe ser 75°C en preparaciones a base
de carne al momento de servir los alimentos, para evitar las
toxiinfecciones (3).

Al evaluar la capacidad de produccién de la enterotoxina
a partir de las 37 cepas identificadas como C. perfringens, se
encontrd que 12 (32%) resultaron positivas, lo que permite
inferir que la verdadera proporcion de cepas enterotoxigénicas
oscila entre 17% y 48%, con un 95% de confianza. También,
de las 81 muestras analizadas, 15% resultaron positivas por
cepas enterotoxigénicas, lo cual permite inferir un 4mbito de

_positividad que oscilaentre 7y 23%, conun 95% de confianza.

Este alto porcentaje de cepas enterotoxigénicas aisladas
puede deberse a que se haya trabajado con las denominadas
“cepas de cocina”, las cuales son cepas con la informacién
genética para sintetizar la toxina, que han sido expuestas
repetitivamente a esporulaciones y choques térmicos, por lo
cual expresan dicha informacién. Las cepas silvestres de C.
perfringens por lo general son enterotoxina negativas ya que
ain cuando pueden acarrear la informacion genética de esta
toxina, no la expresan (18,19). .

Las modificaciones incluidas en la prueba de deteccién de
enterotoxina, que incluyen el uso de un medio que favorece la
esporulacién, como es el Duncan Strong modificado con
rafinosa, la incubacién en anaerobiosis y el aumento del
tiempo de incubacién hasta 96 horas, pueden haber permitido
detectar un mayor niimero de cepas enterotoxigénicas, ya que
la esporulacién a nivel del laboratorio es indispensable para la
produccidn y deteccién de la enterotoxina y es uno de los
puntos que mayor dificultad presenta C. perfringens, como se
cita en diversos trabajos {19,20).

Segiin se desprende de este estudio, la temperaturaalaque
se encuentrah los alimentos influye con la presencia de C.
perfringens, (indice de correlacién biserial = 0,82) y en menor
grado con la presencia de cepas enterotoxigénicas (indice de
correlacion biserial = 0,49), 1o cual permite suponer que gran
cantidad de las cepas aisladas corresponden a “cepas de
cocina”. :
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Con el fin de reducir los factores de riesgo que favorecen
lapresenciay multiplicaciénde C. perfringensenlos servicios
de alimentacién piblica, es indispensable introducir varias
modificaciones, entre las que se pueden incluir la adecuada
desinfeccién de las superficies de contacto de manera que la
cadenarepetitivade esporulacién y tratamiento térmico de las
cepas sea interrumpida, introducir controles de tiempo y
temperatura durante la coccién y almacenamiento de los
alimentos preparados, asegurar que la temperatura de los
bafios de marfa sea superior alos 70°C, educar al personal que
prepara y manipula este tipo de productos, y en un corto
tiempo implementar el sistema de Andlisis de Riesgos y
Puntos Criticos de Control (HACCP) con el fin de asegurar la
inocuidad de los alimentos.
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