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RESUMEN. Con el fin de establecer el riesgo de contraer una
toxicoinfeccién alimentaria por la ingestion de carne contaminada
con Clostridium perfringens, se analizaron 8 plantas procesadoras
de carne en Costa Rica, utilizando la técnica del Nimero Mas
Probable por gramo (NMP/g). C. perfringens se aislo en 29 (88%)
de 33 muestras de suelos aledafios a las plantas (promedio NMP/g
6,7x10%), en 70 (93%) de 75 intestinos de animales sacrificados
(promedio NMP/g 3x10%), en 42 (55%) de 76 carnes en canal
(promedio NMP/g 2,2x10%) y en 30 (61%) de 49 camnes procesadas
o molidas, listas para su expendio (promedio NMP/g 8x10%).
Adicionalmente se evalud la presencia de esta bacteria en 10
expendios del Area Metropolitana de Costa Rica, aislandose en 15
(75%) de 20 muestras de carne molida y en 28 (36%) de 78 muestras
de carne en trozo (promedio NMP/g 1,9x10% y 7,5x10%,
respectivamente). Al analizar 35 muestras de camne cocida en 32
restaurantes que utilizan bafios termorregulables (temperatura
promedio 82°C) s6lo una fue positiva por C. perfringens (NMP/g
4, temperatura 72°C). De un total de 1121 cepas aisladas, 250 se
seleccionaron al azar para evaluar la produccion de enterotoxina.
Sélo 3 cepas (1,2%) fueron positivas, probablemente porque la
mayoria de las cepas silvestres no son productoras de esta toxina,
aunque pueden llegar a producirla como resultado de choques
térmicos repetidos. Los resultados de este trabajo seiialan la
necesidad de adoptar medidas preventivas adecuadas y altos
estandares sanitarios en la industria procesadora de carne en Costa
Rica, para minimizar el riesgo de toxicoinfecciones alimentarias
causadas por C. perfringens, debido a su amplia distribucion y al
peligro potencial para la salud del hombre.
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INTRODUCCION

Clostridium perfringens es un bacilo Gram positivo,
esporulado y anaerobio, capaz de crecer rapidamente a 45°C
Y cuyo principal habitat es el suelo y los intestinos de humanos
y de animales (1). Se ha comprobado que esta especie causa
una variedad de enfermedades de diferente severidad (2-4)
entre las que se encuentran las de origen alimentario, en virtud
de la produccién de una enterotoxina, que es una de las 13
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SUMMARY. Clostridium perfringens in raw and cooked meats
and its relation with the environment in Costa Rica. The presence
of Clostridium perfringens in eight slaughter houses from Costa
Rica was analyzed using the Most Probable Number (MPN)
technique, in order to assess the risk of acquiring a food borne
intoxication due to consumption of contaminated meat. C.
perfringens was detected in 29 (88%) out of 33 soil samples
collected from the slaughter house surroundings (average 6,7x10?
MPN/g), as well as in 70 (93%) out of 75 intestinal contents of
slaughtered animals (average 3x10* MPN/g), in 42 (55%) out of 76
samples of slaughtered meat (average 2,2x10* MPN/g) and in 30
(61%) out of 49 retail meats (average 8x10° MPN/g). In addition,
the presence of this bacterium was evaluated in ten retail meat
markets located in the Metropolitan Area of Costa Rica, where it
was isolated from 15 (75%) out of 20 samples of ground meat and
from 28 (36%) de 78 stew meat samples (average 1,9x10* and
7,5x10* MPN/g, respectively). Only one out of 35 samples of
cooked meat obtained from 32 restaurants that utilize heated water
baths (average temperature of 82°C) was positive for C. perfringens
(4 MPN/g, temperature 72°C). Out of 1121 bacterial isolates
obtained, 250 were evaluated for enterotoxigenicity. Only 3 (1,2%)
of these tested positive for enterotoxin production, probably because
most wild strains are not toxin producers, even though they can be
induced to produce it as a result of repeated thermal shocks. The
present results urge the adoption of adequate preventive measures
and high sanitary standards in the meat processing industry in Costa
Rica, in order to minimize the risk of food-borne intoxications
caused by C. perfringens, due to its widespread distribution and
potential human health hazard.

Key words: Clostridium perfringens, slaughter houses, raw meat,
cooked meat, soils, meat markets, restaurants, enterotoxin.

toxinas producidas por C. perfringens (2,3).

En muchos paises, incluso de alto nivel sanitario, mas de
la mitad de todos los brotes epidémicos de enfermedades
transmitidas por los alimentos son causados por carne y
productos carnicos (5) que son los que mas se asocian con la
toxicoinfeccién producida por C. perfringens, pues ofrecen
condiciones ideales para su desarrollo. Unas pocas bacterias
pueden sobrevivir después de la coccion de los alimentos y
si las condiciones ambientales lo permiten, se multiplican
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hasta llegar a la dosis infectante (6). Cuando las células
vegetativas llegan al intestino y esporulan, producen la
enterotoxina que es la responsable del cuadro clinico, una
toxicoinfeccion caracterizada por nauseas, diarrea, dolor y
gases abdominales, 6 a 12 horas después de haber ingerido
los alimentos contaminados (1,6).

En estudios previos en Costa Rica (7,8), se informd la
presencia de C. perfringens en un 37% de las muestras de
suelo y en un 46% de las carnes cocidas, pero se desconoce
la prevalencia de esta bacteria en la flora intestinal de los
animales. A fin de establecer una relacién entre la presencia
de C. perfringens en el ambiente y la camne lista para consumo,
se decidio realizar un estudio integral en plantas procesadoras
de camne, que incluyoé muestreos en los suelos aledafios, en
los intestinos de los animales sacrificados, en la carne en
canal, en la carne procesada o molida lista para su expendio
y en la carne cocida mantenida en bafios termorregulables en
los restaurantes. Finalmente se determiné el porcentaje de
cepas de C. perfringens productoras de enterotoxina, para
establecer el riesgo de contraer una intoxicacién alimentaria
por la ingestién de carne.

METODOS

Muestras

Se muestrearon, en dos ocasiones diferentes, 8 plantas
procesadoras de carne de ganado vacuno, 3 de las cuales eran
del area metropolitana y 5 del 4rea rural. En cada visita se
tomaron muestras provenientes de 5 animales (intestino y
carne en canal) y 5 muestras de carne molida o en trozos si
hubiese disponible. En total se analizaron 200 muestras de
animales distribuidas asi: 75 de contenido intestinal, 76 de carne
en canal y 49 de carne molida o en trozos; se recolectaron
ademés 33 muestras de suelos aledafios a las plantas
procesadoras. Adicionalmente, se adquirieron 98 muestras de
carne cruda en 10 expendios del Area Metropolitana: 20 de
carne molida y 78 de carne en trozo. Finalmente, en 32
restaurantes, se tomaron 35 muestras de carne cocida,
mantenidas calientes en bafios termorregulables. Todas las
muestras fueron recolectadas en bolsas plasticas estériles,
transportadas a temperatura ambiente al laboratorio (9) y
analizadas en un tiempo no mayor a las 6 horas de su recoleccion.

Metodologia

Para la determinacion del NMP se siguid la metodologia
de Morera et al. (10) que utiliza los principios descritos en
Peeler et al. (11), Rhodehamel y Harmon (12) y Smith y
Williams (9) para optimizar esa determinacion. Asi, se
tomaron 25 g de cada muestra que se diluyeron en 225 mL
de agua peptonada estéril (0,1%); se prepararon diluciones
decimales (hasta 10~) que fueron enriquecidas por triplicado,
en tubos con carne picada y 10 mL de caldo infusién de

cerebro-corazon suplementado (CICC), prerreducidos antes
de esterilizar (PRAS) y mantenidos con atmosfera anaerobia
de CO, y N, (13). Después de incubar a 45°C por 24 h (9), a
partir de cada tubo con crecimiento y burbujas de gas se
inocularon placas de Agar Sulfito-Polimixina-Sulfadiazina
(SPS), que se incubaron en jarra de anaerobiosis a 45°C por
24 h. Las colonias bacterianas aisladas, incluyendo tanto
negras como blancas, fueron inoculadas en tubos de CICC-
PRAS (con atmésfera anaerobia de CO, y N,) que se
incubaron en bafio a 45°C por 4-5 h; a partir de aquellos
tubos con crecimiento y burbujas de gas se inocularon placas
de Agar Sangre (AS), que fueron incubadas en jarras de
anaerobiosis a 45°C por 24 h.

Identificacién de cepas

Las cepas provenientes de colonias tipicas en AS, con
morfologia y tincidn de Gram compatibles con C. perfringens
fueron identificadas bioquimicamente de acuerdo con la
metodologia y pruebas recomendadas (14,15), incluyendo
determinacién de movilidad, licuefaccion de gelatina,
reduccion de nitratos, produccion de indol, de lecitinasa y
fermentacion de lactosa y salicina.

Deteccién de enterotoxigenicidad

Se escogieron 250 cepas provenientes de todos los tipos
de muestras (suelos, contenido intestinal, carnes crudas en
canal, en trozos, en expendios y carnes cocidas) a las que se
les determiné su capacidad de producir enterotoxina. Esto
se realiz6 utilizando la prueba de aglutinacion reversa pasiva
(Oxo01d*) empleando como medio para la esporulacién el
caldo Duncan Strong modificado (15), que se incub6 en
anaerobiosis por 96 h. Se utilizd la cepa enterotoxigénica
C. perfringens UCR-A-89 como control positivo.

Analisis estadistico

Se utiliz6 el programa SPSS para Windows y se
compararon los datos mediante la prueba de c? de Pearson,
con un nivel de significancia de 99% (p < 0,01).

RESULTADOS Y DISCUSION

Tal y como ha sido descrito previamente (10), no sélo cepas
provenientes de colonias negras en agar SPS confirmaron ser
C. perfringens, sino que colonias blancas (no tipicas) resultaron
ser C. perfringens. En este estudio, 1121 cepas fueron
identificadas como C. perfringens, de las cuales 792 (71%)
provenian de colonias negras y 329 (29%) de colonias blancas.
Por otra parte, de un total de 1254 colonias negras analizadas,
462 (37%) no correspondieron a C. perfringens. Estos datos
ratifican la necesidad de realizar pruebas bioquimicas para
confirmar la presencia de C. perfringens o bien, utilizar otros
medios selectivos més especificos para su aislamiento.
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Suelos

C. perfringens se ha encontrado en la mayoria de muestras
de suclo en las que se le ha buscado especificamente (9). En
este estudio fue posible aislarlo en 29 de las 33 muestras de
suelos aledaiios a las plantas procesadoras de carne (88%), con
un NMP/g de tierra que varié de 1,3 X 10' a 3,6 X 10° (promedio:
6,7 X 10°, Tabla 1). Esta frecuencia result ser mayor a la
descrita para la Meseta Central (37%) (7), probablemente
porque en ese estudio previo, a diferencia del presente, se
empled una metodologia que favoreciera a los clostridios
esporulados y C. perfringens no siempre esporula (6,9).

TABLA 1
Numero Mas Probable (NMP) de Clostridium perfringens
por gramo en suelos aledaiios a plantas procesadoras
de carne, Costa Rica

Plantas procesadoras® Muestras +/total NMP/g
1 5/5 1,4 x 10!
2 2/4 1,6 x 10
3 2/4 1,3x 10
4 4/4 39x10?
5 4/4 58x 10?
6 4/4 3,6x10°
7 4/4 8,0 x 10
8 4/4 1,5 x 10

T=29/33 X=6,7 x10?
(88%)

*1-3.urbanas, 4-8:rurales.
X: promedio NMP/g.

T: total de muestras positivas.
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La certeza de que C. perfringens sea un habitante normal
de los suelos aledarios a las plantas procesadoras de carne
representa un factor de riesgo para la contaminacién del
producto, especialmente en las plantas rurales, que cuentan
con infraestructura muy limitada y generalmente deficiente.

Plantas procesadoras

C. perfringens es habitante normal de intestinos de
animales en cantidades variables seglin la especie y aun
dentro de la misma especie (9). En este estudio se analizaron
200 muestras de animales recién sacrificados: 75 de contenido
intestinal, 76 de camne en canal y 49 de camne en trozo o
molida (Tabla 2).

El NMP/g de contenido intestinal fue muy similar en los
animales de diferentes plantas (promedio: 3,0 X 10°), excepto
en la planta #1, donde los animales son mantenidos en ayuno
por 24 horas y probablemente las variaciones que pueda sufrir
la flora normal intestinal no favorecen a C. perfringens. Un
93% de las muestras de contenido intestinal fueron positivas
por C. perfringens, lo que concuerda con lo informado por
Smith y Williams, Miserez y col. y Netherwood y col.
(9,16,17). Ademas, es importante sefialar que C. perfringens
puede llegar a causar enfermedades en animales, tales como
diarreas, enterotoxemias, y tiflocolitis (16,18,19).

TABLA 2
Nimero Mas Probable (NMP) de Clostridium perfringens por gramo de contenido intestinal de animales
y de carmne cruda provenientes de plantas procesadoras de came, Costa Rica

Plantas* Intestino Carne canal Carne trozo o molida
Muestras +/total NMP/g  Muestras +/total NMP/g  Muestras +/total NMP/g

1 7/10 8,6 1/10 7 6/10 5

2 10/10 4,4x10* 4/10 3,0x10! - -
3 7/9 1,0x10* 0/10 - 3/8 3,2x10!
4 10/10 2,3x104 6/10 1,4x10! 5/12 3,5x10!
) 10/10 7,0x10* 6/10 3,4x10¢ 7/10 3,4x104

6 7/7 3,3x104 717 1,1x10° - -
7 9/9 3,8x104 9/9 7,5x10° 9/9 2,9x10?

8 10/10 1,2x10¢ 9/10 5,4x10° - -

T=70/75 X=3x10* T=42/76 X=2,2x10? T=30/49 X=8,0x10?
(93%) (55%) (61%)

*1-3:urbanas, 4-8:rurales.
T: total de muestras positivas.

FUND»CION 3EMNCGNA

~“arrs ¢ l_.im(_:_nfg‘r?:i“ v Nike.niAn

CENTRO DE DOCUMENTACION



158 RODRIGUEZ et al.

Tedricamente, el proceso de destace del animal esta
disefiado para que el contenido intestinal no entre en contacto
con la carne en canal. EIl animal recién sacrificado es
suspendido de sus patas en el canal, desprovisto del cuero y
cabeza y eviscerado. A pesar de esto, los resultados de la
carne en canal demostraron la presencia de C. perfringens en
el 55% de las muestras, con un promedio de NMP/g de carne
en muestras positivas de 2,2 x 10* (Tabla 2). De acuerdo con
las condiciones en que se mantenga la carne, ese nivel de
contaminacién podria aumentar, pues C. perfringens
encuentra en la carne el pH, los aminoacidos y otros factores
de crecimiento que le favorecen. Tomando en consideracién
unicamente las plantas procesadoras del area rural, el
porcentaje de carnes en canal positivas por C. perfringens
fue 74%, lo cual es mas alarmante pues en muchas de estas
plantas no hay facilidades para refrigerar la carne. Ya que C.
perfringens puede sobrevivir y multiplicarse muy rapidamente
en microambientes con moderada cantidad de oxigeno (1,9),
el problema de contaminacion podria ser ain mayor.

El porcentaje de muestras de carne molida o en trozos
positivas por C. perfringens fue mayor (61%) que el de la
carne en canal (55%) (p < 0,01) con un NMP/g que varid
desde 5 hasta 3,4 x 10%(Tabla 2). En algunos casos el NMP/
g de las muestras de carne molida o en trozo pudo haber
disminuido, en comparacién con los de la camme en canal, ya
que C. perfringens es sensible a las temperaturas de
refrigeracion, especialmente en condiciones de aerobiosis
(9,20). El aumento en el numero de muestras positivas puede
deberse a varios factores: mayor manipulacién de la carne
molida o en trozos, contaminacién cruzada entre la materia
prima contaminada y las piezas de carne de buena calidad,
higiene deficiente en el sitio de preparacién de la came y
condiciones de tiempo y temperatura antes de refrigerar la
carne que puedan favorecer la multiplicacién de C.
perfringens (6,9).

Expendios

Los resultados de las 98 muestras de carne cruda
adquiridas en los lugares de expendio no son muy diferentes
a los encontrados en las plantas procesadoras. El 75% de las
muestras de carne molida y el 36% de la carne en trozos dio
resultados positivos por C. perfringens, con un NMP/g que
varié de 4 a 1,1 x 10*(Tabla 3).

A pesar de que algunas de las condiciones de transporte y
almacenamiento de la carne no son favorables para C.
perfringens, que muere rapidamente a temperaturas de
refrigeracion (9) y en aerobiosis, los datos anteriores son
preocupantes, especialmente si se considera que
probablemente el abastecimiento de las carnicerias
muestreadas (del Area Metropolitana) provenga de los
mataderos también del Area Metropolitana, que fueron los
de mejor calidad bacteriologica. Aunque lo ideal hubiera sido

muestrear en carnicerias del area rural la carne proveniente
de las plantas procesadoras rurales, este seguimiento no fue
posible debido a que estas plantas en su mayoria, lo que
brindan es el servicio de destace de los animales y la came
es distribuida de acuerdo con la demanda, en la misma area
rural, Area Metropolitana o incluso, otras areas rurales.

TABLA 3
Numero Mas Probable (NMP) de Clostridium perfringens
por gramo de came cruda proveniente de expendios del
Area Metropolitana, Costa Rica

Expendios Carne molida Carne en trozo

Muestras +/total NMP/g Muestras +/total NMP/g

1 4/4 6,5 0/6 -
2 - - 8/10 1,4x10?
3 172 1,1x10¢ 317 4,0x10?
4 2/2 8,7x10' 6/8 4,3x10?
5 Va 9 2/7 1,4x10!

6 2/2 7,3x10* 0/8 -
7 2/2 5,6x10? 5/8 1,2x10°

8 Va 4 3/8 4

9 0/2 - 1/8 4

10 2/2 9,5 0/8 -
T=15/20 X=1,9x10° T=28/78 X=7,5x10?

(75%) (36%)

T: total de muestras positivas.
X: promedio NMP/g.

Restaurantes

Unicamente una de las 34 muestras de carne cocida
mantenidas en bafios termorregulables de restaurantes fue
positiva por C. perfringens, con un NMP/g de alimento igual
a 4. Estos resultados, muy satisfactorios desde el punto de
vista de salud publica, se explican por la temperatura de
mantenimiento que se detectd en los bafios, que en promedio
fue de 82°C y vari6 desde 55°C a 95°C. Durante el proceso

“de coccién de los alimentos mueren las células vegetativas

de C. perfringens pero no sus esporas; si las condiciones de
temperatura no son favorables no se da la germinacién de
esas esporas y su posterior multiplicacién hasta niveles que
permitan llegar a la dosis infectante. En un estudio anterior
Gutiérrez et al. (8) habian encontrado C. perfringens en un
46% de las muestras de carne cocida con un promedio de
temperatura de mantenimiento de los bafios termorregulables
de 68,7°C. Dichos establecimientos fueron oportunamente
notificados e instruidos acerca de la importancia de mantener
la temperatura de los bafios por encima de 75°C.
Afortunadamente tales indicaciones aunadas a campafias de
prevencién y capacitacion del Ministerio de Salud y la



CLOSTRIDIUM PERFRINGENS EN CARNES CRUDAS

Universidad de Costa Rica han sido exitosas. Aunque la
frecuencia de C. perfringens en carnes cocidas es baja, la
vigilanciad epidemioldgica no se debe dismimuir, pues la
materia prima a partir de la cual se preparan las carnes cocidas
a menudo estd contaminada.

Analisis de enterotoxigenicidad

Aunque menos del 5% de las cepas aisladas de C.
perfringens tienen el gen que codifica para la enterotoxina
(cpe) (4,21), son una causa importante de muchas
enfermedades entéricas humanas y veterinarias (2-3,16-19).
En este estudio se determind la produccidn de la enterotoxina
de C. perfringens en una muestra de 250 cepas (de un total
de 1121) provenientes de todos los tipos de muestras
analizadas. Unicamente 3 cepas (1,2%) fueron positivas,
probablemente debido a que en su mayoria las cepas
provienen de su ambiente natural, como lo es el suelo o los
intestinos. Estos datos concuerdan con otras investigaciones
que sefialan que las cepas silvestres por lo general, no son
productoras de enterotoxina (17,21,22). Sin embargo, es
importante sefialar que las cepas enterotoxina negativas, pero
¢pe positivas pueden llegar activar el gen como resultado de
choques térmicos repetidos (6), que pueden darse durante la
coccidén y mantenimiento de los alimentos y llegar a causar
un problema de origen alimentario. Ademads, mas
recientemente, las cepas de C. perfringens cpe positivas
también han sido implicadas en otras enfermedades
gastrointestinales, tales como, diarrea asociada a antibioticos,
diarrea esporéadica (4) y enfermedad gastrointestinal en
animales (16-19).

Los datos de este estudio demuestran la amplia
distribucién de C. perfringens en el ambiente y ponen de
manifiesto el peligro potencial que representa para la salud
del hombre y de los animales.
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