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RESUMEN

Se investigb la presencia y numero de Clostridium perfiingens sulfito reductores en hamburguesas que
se comercializa en los mercados zonal de Palermo, Central y de Monserrate de la ciudad de Trujillo
(Peru), entre mayo a septiembre del 2012.

Se analizaron 15 muestras de hamburguesas preparadas artesanalmente y 15 muestras procesadas
industrialmente, procedentes de cada uno de los mercados considerados para el muestreo. A partir de cada
muestra colectada se hicieron diluciones seriadas y se sembraron en sulfito polimixina sulfadiacina (SPS).
Las colonias caracteristicas se resembraron en caldo tioglicolato y se hizo la identificacion considerando:
la reaccion Gram, movilidad, reduccion de nitratos a nitritos, licuefaccion de la gelatina y degradacion de
la lactosa.

Las muestras de hamburguesas positivas a C. perfiingens sulfito reductores fue del 100% para muestras
preparadas artesanalmente y de 0% para las muestras procesadas industrialmente. El recuento en las
muestras de hamburguesas preparadas artesanalmente varid entre 3 x 10! y 90 x 10! ufc/gramo de muestra,
consideradas por debajo de la dosis infectiva.

Palabras clave: Clostridium perfringens sulfito reductores, Gram, Mercados de Trujillo, Pert.
ABSTRACT

We investigated the presence and number of sulphite-reducing Clostridium perfiingens in hamburgers
sold in Palermo zonal markets, Central and Monserrate Trujillo city (Peru), from May to September, 2012.
We analyzed 15 samples prepared handmade burgers and industrially processed 15 samples, from each of
the markets considered for sampling. From each collected sample dilutions were made and seeded into
sulfite polymyxin sulfadiazine (SPS). Characteristic colonies were replated in thioglycolate broth and
identification was considering positivity: Gram reaction, motility, nitrate reduction to nitrite, gelatin
liquefaction and degradation of lactose. Hamburger samples positive for C. perfringens sulphite-reducing
was 100% for samples prepared by hand, and 0% for samples processed industrially. Counting in samples
prepared hamburgers artisan varied between 3 x 101 and 90 x 101 cfu / gram of sample, taken under
infective dose.
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INTRODUCCION

Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA), son causadas por el consumo de alimentos
contaminados con microorganismos patdégenos o sus toxinas. La contaminacion de los alimentos pueden
ser endogena, cuando el agente etiologico esta en los animales mismos, o bien pueden contaminarse con
organismos provenientes del medio ambiente donde se almacena, maneja o procesa el alimento!-23. Los
microorganismos al contaminar los alimentos deben encontrar en ellos las condiciones adecuadas para
sobrevivir y multiplicarse, hasta alcanzar los niveles necesarios para ser infectantes o producir la
suficiente toxina para causar la enfermedad®.

Uno de los microorganismos patogenos para el hombre es Clostridium perfiingens, considerado
como causante de infeccién grave de las herida denominadas gangrenas gaseosa desde 1892; poco
después, en 1895 y en 1899, se le relaciond con brotes de gastroenteritis en Londres y finalmente, debido a
la aparicion de brotes asociados con las comidas de las escuelas y con platos de pollo precocinado en los
EEUU (1945) ratificaron de modo valido a C. perfiingens como una causa de intoxicacion
alimentaria!5:6.7,

C. perfiinges, es un organismo anaerobio Gram-positivo de forma bacilar que forma esporas ovales
subterminales. Se diferencia de los demés clostridios en que los bacilos, relativamente grandes, son
capsulados e inmoviles; crece a temperaturas de 12 a 50°C, aunque es muy lento a temperaturas inferiores
a 20°C pero extraordinariamente rapido al rango de temperatura entre 43 y 47°C, con un tiempo de
generacion de solo 7,1 minutos!#. Las colonias sospechosas pueden ser confirmadas por la ausencia de
movilidad, por su capacidad de reducir el nitrato a nitrito, por la fermentacion de la lactosa y por la
licuacion de la gelatinal4,

La intoxicacion alimentaria por C. perfiinges es generalmente una enfermedad autolimitante, no
febril, que se manifiesta por nauseas, dolor abdominal, diarrea y vomito; su comienzo ocurre a las 8 a 24
horas después de la ingestion del alimento que contenia al microbio en su forma vegetativa: la dosis
infectiva ha sido calculada en 1000000-100000000 ufc por gramo de alimento!.28, Las células vegetativas
ingeridas resisten la acidez del estobmago, pasan al intestino delgado donde crecen, esporulan y liberan una
enterotoxina de naturaleza proteica asociada a la envoltura de la espora, que en ocasiones son resistentes al
calor de hasta 100°C durante una horal4®. La mayoria de los casos estan relacionados con productos
carnicos tales como estofados, jugos de carne, articulaciones de la carne asada, empanadas con carne,
porciones grandes de carne rellena, etc.!8. Otros alimentos que pueden estar contaminados son las canales
de aves de corral, el pescado, las hortalizas, los productos lacteos, los alimentos deshidratados, etc. que
han sido expuestos al sol, el polvo y la materia fecal en la que se pueden encontrar esporas?.

En general, los alimentos que con mas frecuencia estan relacionados con la enfermedad son carnes
que después de ser cocinadas se dejan enfriar lentamente y se tarda alglin tiempo en consumirlas, por lo
que C. perfiingens pueden encontrar condiciones adecuadas y multiplicarse facilmentes.10,

Considerando que es frecuente consumir hamburguesas bajo diferentes preparaciones en diferentes
partes del mundo entre ellas la ciudad de Trujillo, y que el microorganismo en cuestion encuentra
condiciones adecuadas para su crecimiento y multiplicacion en cualquier medio que contenga carne y que
solamente existe un antecedente: el de Noriega!! quien inform¢6 la presencia de C. perfiingens en
embutidos crudos que se comercializan en diferentes mercados de la ciudad de Trujillo, se propuso la
presente investigacion que estuvo orientada a determinar la presencia y nimero de C. perfiingens sulfito
reductor en hamburguesas que se comercializan en diferentes mercados de la ciudad de Trujillo, entre
mayo y setiembre del 2012.
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MATERIAL Y METODOS

Material de estudio

Las muestras de hamburguesas motivo de estudio, fueron tomadas en los mercados Zonal de Palermo,
Central y de Monserrate de la de la Ciudad de Trujillo. En cada uno de los mercados se colectaron 30
unidades de muestras de hamburguesas y, la toma de dichas muestras se hizo durante los meses de mayo a
septiembre del 2012.

Muestra y toma de muestra:

Cada unidad de muestra estuvo conformada por aproximadamentel00 gramos de hamburguesas
obtenidas de los mercados antes indicados y fueron colectadas una vez por semana en cada uno de ellos.
Las muestras fueron colectadas en bolsas plastico de primer uso, y transportadas al laboratorio para su
analisis.

Siembra, aislamiento e identificacion de C. perfringens sulfito reductores!2.

Se pesaron 10 gramos de cada muestra colectada, las que, por separado, se  afiadieron a matraces
conteniendo 90 mL de solucién salina fisiologica peptonada (SSFP) estéril, obteniéndose de esta forma
una dilucion al 1/10. A partir de esta dilucion, se hicieron diluciones al 1/100 y al 1/1000.

e A partir de cada una de las diluciones, con una pipeta estéril, se tomd 1mL y se deposité en tubos
estériles y, a continuacion, se agregéd el medio de cultivo sulfito polimixina sulfadiazina (SPS). Se
dejé solidificar, y luego se agregd ImL del mismo medio de cultivo a fin de asegurar la
anaerobiosis.

o Realizadas las siembras, se llevaron a incubar a 37 °C por 24 horas.

e Transcurrido el tiempo de incubacion se seleccionaron los tubos que contenian colonias negras, y
se cuantificaron.

e Realizada la cuantificacion, el medio de cultivo se llevdo a una placa estéril y, se procedid a
seleccionar cinco colonias negras, para luego sembrarlas en caldo tioglicolato y se incubd a 45 °C
por 24 horas.

e Transcurrido el tiempo de incubacion, se procedio a la identificacion, para lo cual se realizo la
coloraciéon Gram y se sembrd en el medio nitrato movilidad y en el medio el medio de cultivo
gelatina lactosa, a fin de verificar la reduccion de nitratos a nitritos, movilidad, licuefaccion de la
gelatina y degradacion de la lactosa, respectivamente.

RESULTADOS

Se encontrd a C. perfiingens sulfito reductor en el 100% de hamburguesas preparadas artesanalmente
de los tres Mercados investigados; en cambio no se encontré6 en las hamburguesas procesadas
industrialmente; asimismo, el nimero de C. perfiingens sulfito reductor encontrado en las muestras de
hamburguesas preparadas artesanalmente vario entre 3x10! y 90x10! ufc/gramo de muestra (Tabla 1).
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Tabla 1. Frecuencia de muestras de hamburguesas positivas a Clostridium perfiingens y rango de u.f.c./gramo de
muestra, segun mercado trabajado.

Mercado y N° de muestras N° de muestras positivas Rango de ufc/gramo
Tipo de muestra analizadas y porcentaje de muestra

Zonal Palermo

-Artesanal 15 15 (100 %) 17x10' y 90x10!

-Industrial 15 00.0% e
Central

-Artesanal 15 15 (100 %) 03x10! y 20x10!

-Industrial 15 0©00% e
Monserrate

-Artesanal 15 15 (100 %) 40x10! y 97x10!

-Industrial 15 0(00% e

DISCUSION

La determinacion de C. perfiingens sulfito reductor en hamburguesas se realizd considerando que son
productos que se expenden en gran cantidad de servicios de alimentacion publica y que son muchas las
personas que diariamente consumen este producto. C. perfiingens es una bacteria asociada a un cuadro de
intoxicacion alimentaria relacionado, principalmente, con la ingesta de derivados de productos carnicos!+4.
Se conoce que esta bacteria puede provocar intoxicacion alimentaria autolimitante, no febril, que se
caracteriza por nauseas, dolor abdominal, diarrea y menos frecuentemente vomito?s.

En el presente estudio se demostrd que C. perfiingens se encuentra en todas las muestras de
hamburguesa de carne de res que se prepara en forma artesanal y que se expenden en los mercados Zonal
Palermo, Central y de Monserrate; sin embargo, no se detectd al microorganismo en las muestra de
hamburguesa procesadas industrialmente y que se expenden en los mismos mercados. Esto podria deberse
a que, como se sabe, industrialmente la produccion se realiza siguiendo normas higiénicas estrictas y
controladas, en tanto que la produccion artesanal, como su nombre lo dice, se hace en cantidades bajas,
por personas de poco dinero y muchas veces apelando a productos de baja calidad y en condiciones
higiénicas desfavorables, hechos que conducen a su exposicion a diferentes agentes infecciosos, en mayor
grado a bacterias esporogenas, como es el caso de C. perfiingens.

Al mismo tiempo, en cuanto al nimero de Clostridium perfiingens en las muestras de hamburguesas
preparadas artesanalmente, las cantidades halladas (03x10! y 97x10! ufc por gramo de muestra) se
encuentran por debajo de la dosis infectante®’811, aspecto que enfatiza que la contaminacion de las
hamburguesas ocurre durante el proceso de fabricacion y que ello explique que no se presenten muchos
casos notificados de este tipo de intoxicacion; sin embargo, debe considerarse que el microbio esta alli y
que en cualquier momento puede presentar intoxicaciones manifiestas. Es necesario indicar que no se han
encontrado trabajos similares al presente estudio, hecho que no permite efectuar la discusion comparativa.

Guarda relacion con los hallazgos hechos en la presente investigacion, el hecho que la mayoria de
alimentos en los que se ha detectado a C. perfiingens, son los productos carnicos tales como estofados,
jugos de carne, carne molida, articulaciones de carne asada, empanadas de carne, porciones de carne
rellena, etc., adicionandose las hamburguesas?813.14, Asimismo, que esta bacteria estd ampliamente
distribuido en la naturaleza y se halla en la tierra, en las aguas, en los alimentos, en el polvo, en las
especias y en el tracto intestinal de las personas y de los animales; por lo tanto, dicho microbio llega a las
carnes directamente desde los animales que se sacrifican en el matadero, o por contaminacion subsiguiente
de la carne de los animales sacrificados a partir de los recipientes, de los manipuladores, o por el polvo’.
Ademas, por tratarse de un microorganismo esporogeno, es capaz de soportar condiciones adversas como
la desecacion y calentamiento’-s.
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En camne de res se ha reportado la presencia de bacterias patdogenas como Campylobacter jejuni,
Yersinia enterocvolitica, Listeria monocytogenes y Clostridium perfiingens, que pueden estar presentes en
la superficie!>. Ademas, se conoce que la carne constituye un medio ideal para el crecimiento de
microorganismos debido a sus caracteristicas de pH, humedad y nutrientes!é. Esto explica el alto
porcentaje hallado aqui y en otros paises, como por ejemplo en Costa Rica donde se ha aislado C.
perfiingens en las plantas procesadoras de carne, tanto en las zonas rurales como urbanas, en el 88% de las
muestra de suelos aledanos a los establecimientos, en el 93% de los intestinos de los animales
sacrificados, en el 61% de las carnes procesadas y molidas listas para su distribucion, en el 75% de los
expendios de alimentos de las muestras de carne molida y en el 36% de carne en trozo!”.

Finalmente, los resultados encontrados en el presente estudio, sefialan que las hamburguesas sobre todo
las de preparacion artesanal, podrian ser de importancia en casos de intoxicacion por C. perfringens, sobre
todo si las condiciones de conservacion y coccion antes de su consumo son inadecuadas.
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CONCLUSIONES

Clostridium perfringens se encuentra presente en hamburguesas preparadas artesanalmente en
algunos mercados de la ciudad de Truyjillo.

El nimero de Clostridium perfiingens en hamburguesas preparadas artesanalmente estan dentro
de los permitidos para este producto.

Clostridium perfiingens esta ausente en hamburguesas preparadas industrialmente.
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