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RESUMEN

Existen numerosos reportes acerca de la calidad microbiolégica de la carne molida, la cual
por ser un alimento perecedero, es altamente susceptible a ser contaminada por una gran
cantidad de microorganismos. Clostridium perfringens es una bacteria patogena, anaerobia,
formadora de esporas y responsable de diversas enfermedades gastrointestinales como fo es la
intoxicacion alimentaria, debido a que produce una enterotoxina.

Con ¢ fin de conocer el grado de contaminacion por C. perfringens de la carne molida en
el idrea metropolitana de Monterrey N. L., se analizaron 48 muestras provenientes de centros
comerciales y carnicerias.

Se utilizo la técnica de la fermentacién tormentosa utilizando el sistema del numero de
mas probable, empleando leche con hierro para el aislamiento y la cuenta de la bacteria. De los
tubos positivos se procedio al aislamiento del microorganismo utilizando medio selectivo {TSC) y
las cepas aisladas se sometieron a pruebas bioquimicas. Encontramos que la técnica de la
fermentacion tormentosa presentd una correlacion del 40% ya que de 45 reacciones positivas,
solo se identificaron como C. perfringens | 8 cepas.

Ademas se determind la capacidad de las cepas aisladas para producir la enterotoxina, por
medio de una sonda marcada con digoxigenina dirigida contra una region del gen de la
enterotoxina. De las |8 cepas aisladas, 3 de ellas contenian dicho gen haciéndolas

potencialmente patégenas.



ABSTRACT

There are numerous reports about the microbial quality of ground meat, and because it is
a perishable food, is highly susceptible for microbial contamination.

C. perfringens is an anaerobe, spore-forming pathogen bacteria. It is responsible of a
diversity of gastrointestinal diseases such as the food poisoning because the production of an
enterotoxin.

To determine the microbial quality of ground meat, samples from 48 supermarkets and
butcher's shops of Monterrey and its suburb, were analized.

The most probable number technique and the stormy fermentation in ironmilk were used
for the isolation and enumeration of the bacteria. From positive fermentation tubes, the isolation
of the microorganism was done using selective media (T5C), after this, the isolates were subjected
to biochemical tests. The stormy fermentation was found to be efficient in only 40%, since |8
out of 45 positive fermentations were identified as C. perfringens.

Furthermore the enterotoxigenicity of the isolates was determined by a dot-blot technique
using an enterotoxin digoxigenin-labeled DNA probe.

The enterotoxin gene was found in 3 of the | 8 isolates, making them potencially able to

produce the enterotoxin.



INTRODUCCION

La carmme molida de res es altamente susceptible de ser contaminada por muiltiples
microorganismos de importancia en la salud, de hecho, se ha reportado que es un vehiculo
importante en la contaminacién de alimentos que han sido causa de envenenamiento
alimentario (Hobbs, B. C. 1953).

Seglin reportes, dentro de los microorganismos mas frecuentes contaminando la came
cruda se encuentra C perfringens (Ali, M. S., et al, 1991; Saito, M., 1990). Este
microorganisme s una bacteria que normalmente habita en el tracto digestivo de hombres y
animales (Miwa N., ef a/ 1997), es anaerobio, probablemente el mas estudiade entre tos
anaerobios patégenos para humanos, es gram positivo, con forma bacilar, encapsulado,
formador de esporas y no mévil (McClane, B. A., [997).

Desde las décadas de los afios 40 y los 50 se reconocié que este microorganismo
afectaba tanto a humanos como a animales {(McClane, B. A. [997; M. P., 1997; Yamagishi.
T., 1997), y fue desde entonces que se determiné que era el agente etiolégico de importantes
enfermedades humanas relacionadas con los alimentos, como la intoxicacién alimentaria
causada principalmente por las cepas tipo A, enteritis necrdtica y diarrea cronica humana
(Labbé, R., 1989; Doyle, M. P., 1997).

Este microorganismo es de los patogenos mas distribuidos del planeta ya gue se ha

encontrado practicamente en todos los suelos y habitats del mundo en grandes cantidades, y
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también como flora intestinal en casi todos los organismos (Labbé, R., 1989 y Meer, R. R.,
1997).

Los sintomas observados en la intoxicacion alimentaria, se deben al efecto de una
enterotoxina (ECP) producida por varias cepas del microorganismo durante el proceso de
esporulacion (Kokai-Kun, J. F. y B. A. McClane, 1997). Es importante considerar que no todas
las cepas tienen [a capacidad de producir la enterotoxina (Saito, M., 1989).

La esporulacion de ta bacteria /i wvitro es algo dificil, ya que influyen muchos factores
como la cepa y e medio que se usa (Labbe, R., 1989), por lo que la deteccidon de la
enterotoxina puede dificultarse (Kokai-kun, J. F. et &/, 1994). Debido a lo anterior hemos
buscado un método mas adecuado para poder determinar el potencial de enteroxigenicidad de
las cepas.

En el presente trabajo analizamos el grado de contaminacién por este microorganisme
de la carne molida que se expende en el area metropolitana de Monterrey N. L. Ademas,
determinamos cuantas de ellas pudieron ser potencialmente enterotoxigénicas, detectando ¢

gen que codifica para la enterotoxina mediante una técnica de hibridacién en colonia.



ANTECEDENTES

| GENERALIDADES

Durante los ultimos 90 afios C. perfringens ha sido asociado principalmente con la
gangrena gaseosa, sin embargo su primer referencia como agente causal de diarrea cronica
ligera fue a finales del siglo XIX (Labbé, R., 1989).

Knox y McDonald en Inglaterra y Mclung en E.U. fueron los primeros en asociar a este
microorganismo con envenenamiento alimentario en la década de los 40°s (Labbé, R., 1989).
Sin embargo no fue hasta 1953 cuando Hobbs et a/, empezaron a estudiar a este
microorganismo mas profundamente (Labbé, R., 1989).

Desde 1960 el nimero de envenenamientos a causa de C. perfringens ha ido en
incremento hasta nuestros dias (Labbé, R., 1989). Debido a lo cual, se han derivade una serie
de importantes estudios acerca de este potente patdgeno.

Todd (1989) reporté un dato muy interesante al estimar que durante el periode de
1978 a 1982, se presentd en promedio un total de 14,340 casos de brotes ocasionados por
alimentos contaminados, y que de estos 6,427 (44.8%) fueron ocasionados por bacterias. Se
ha estimado que un total de |,108 casos fueron causados por C. perfringens anualmente en
Estados Unidos, ocupando @ tercer lugar después de Salmonella sp. Staphilococcus aureus. C.

perfringens ha ocupado el tercer lugar como patégeno de alimentos en paises industrializados



(Camnillot, E.. er af, 1995). Para su clasificacion este microorganismo se divide en 3 tipos
toxigénicos, A, B, C, D y E, esto de acuerdo a la produccion de 4 toxinas principales que son
letales y extracelulares como lo son la a, B, ¢, y ¥ (alfa, beta, épsilon e iota) (Labbé, R., [989).

Este microorganismo se encuentra altamente distribuido en e ambiente, las cepas tipo
A son la méas comiinmente encontradas y se ha reportado gue son responsables de algunas
patologias como envenenamiento alimentario y gangrena gaseosa en humanos y animales.
Ademas, en caballos produce colitis necrozante y enterotoxemia. Los tipos B, C y D ocurren
principalmente en el intestino de animales y solo muy ocasionalmente en humanos (Daube, G.,
1994; Yamagishi, T., 1997).

C. perfringens durante su esporulacion, libera una enterotoxina (ECP) la cual es una
proteina de 35 kDa, y es la causante de los calambres abdominales y de la diarrea que forman
parte de los sintomas tipicos de la enfermedad (Collie, R. E. and B. A. McClane, 1997).

En 1997 Meer tipificd cepas aisladas de muestras de colecciones en Estados Unidos de
aves, bovinos, caninos, caprinos, ovinos, porcinos y humanos. E encontré gue un 95% de fos
aislados fueron tipo A, de ellos el 12.8% resultd ECP positivo, el restante 5% fueron de los

tiposB,C,DyE.

H ENFERMEDADES CAUSADAS POR C. perfringens.

Se ha involucrado a C perfringens como causa de otras enfermedades como fas



gastrointestinales veterinarias y humanas, asi como también se ha asociado con casos del
sindrome de la muerte espontanea infantil {SIDS), (Kokai-kun J. F. and B. A. McClane, 1997).

Estudios recientes han sugerido que esta bacteria puede ser la causa en humanos de
enfermedades gastrointestinales no asociadas con alimentos, y ademas que ha sido la causa de
aproximadamente &l [0% de todos los casos de diarrea asociados a antibidticos y del 5 al
20% de todos los casos de diarrea no asociados con alimentos (Collie, R. E. y B. A. McClane,
1997).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define a un envenenamiento alimentario
como cualquier enfermedad de naturaleza infecciosa o tdéxica causada o sospechosamente
causada por el consumo de alimento o agua (Eley, A. R., 1996).

En Estados Unidos y Europa, el envenenamiento alimentario debido a C. perfringens
tipo A, suma cientos de miles de casos y es causa de pérdidas de millones de doélares
anualmente (Kokai-Kun, J. F. and B. A. McClane, 1997).

El envenenamiento alimentario se presenta cuando un individuo consume alimento
contaminado con un gran nimero de células vegetativas de C. perfringens enterotoxigénico
[>10° células/g (Fach, P. and M. R. Popoff., [997)]. Algunas de estas pueden sobrevivir su
paso por el estomago y pasar al intestino, donde se multiplican y posteriormente esporularan
{Kokai-Kun, ). F. and B. A. McClane, 1997). Es durante este periodo cuando se producira la
ECP cuya accion citotoxica en el intestino, sera la responsable de la diarrea y los calambres

abdominales caracteristicos (Kokai-Kun, J. F. and B. A. McClane, 1997).



La ECP debe ser considerada como una toxina que actia sobre la membrana de células
de mamiferos y cuyo efecto citotdxico primario es inducir alteraciones moleculares en la
permeabilidad de la membrana de células de mamiferos. Estos cambios afectan el equilibrio
osmético que normalmente presentan las células mamiferas, dando lugar a una cascada de
eventos que incluyen la inhibicion de la sintesis de macromoléculas, dafic morfolégico y hasta
lisis celular. Estas células dafiadas deben de considerarse no viables, ya que no hay evidencia
de que puedan recuperar su funcion. Aunque en un principio se pensd que este proceso era
dependiente de Ca*? extracelular, ahora se sabe que esta molécula solo se requiere para e
desarrolio de algunos eventos secundarios. La céfulas que fueron alteradas. mueren y mudan
de las vellosidades del intestino delgado. Esta descamacion produce dafio histopatolégico y
rompe la integridad de las vellosidades del intestino delgado, lo que trae como consecuencia
fluido y la pérdida de electrolitos de las células que se manifiesta clinicamente con los sintomas
diarreicos. (Kokai-Kun, J. F. and B. A. McClane, 1997).

Ya que ¢ proceso de esporulacion lleva de 8 a |5 h, [os sintomas de intoxicacion por
C. perfringens usualmente se presentan hasta 12 h después de la ingestién y estos duran de |2
a 24 h (Kokai-Kun, J. F. and B. A. McClane, [997).

La ECP, responsable de la intoxicacion alimentaria (IA) fue caracterizada a principios de
los afios 70°s (Kokai-Kun, J. F. and B. A. McClane, 1997). Estudios posteriores han

determinado que es un polipéptido de una sola cadena de 319 aminoacidos, con un peso



molecular de 35 kDa y un punto isoeléctrico de 4.3 (Kokai-Kun, J. F. and B. A. McClane,

1997).

Hl  ESPORULACION DE C. perfringens

La esporulacion es un aspecto importante de C. perfringens debido a varias razones: a)
es un factor importante de dasificacion; b) las esporas pueden sobrevivir procesos térmicos, y
asi acelerar el crecimiento de células vegetativas si se presentan las condiciones adecuadas, y c)
durante e proceso de esporulacidon, se producen grandes cantidades de enterotoxina en o
intestino delgado (Labbé, R., 1989).

Normalmente, inducir la esporulacién in vitro de C. perfringnes no es facil, ya que varia
con cada cepa y ademas con el medio que se utiliza. El medio de carne cocida ha sido muy
utilizado, ya gue se pueden obtener porcentajes de esporulacion hasta en un 90% {Labbé, R,,
[989). Sin embargo, separar las células esporulando de este medio resulta imposible, por lo
que no se usa para este fin, y al utilizar otros medios normalmente la esporulacion es muy

pobre. Debido a esto, el detectar la enterotoxina resulta a menudo muy dificil.

IV DETECCION DE C. perfringens
Existen muchos métodos para la determinacion de C. perfringens. En un estudio para la
identificacion de C. perfringens lecitinasa negativo realizado en Inglaterra por Brett (1994), se

empled agar sangre neomicina, agar sangre columbia y la reaccion de Nagler, la cual es



considerada como una prueba seroldgica ya que se emplean anticuerpos antitoxina A, esta
reaccién no es muy practicada en los laboratorios, debido a que en la actualidad solo se puede
disponer de ella en Estados Unidos y en el Instituto Pasteur en Francia. (Koneman, E. W. ef 3/
1992).

Entre los medios selectivos mas comiinmente empleados para el aislamiento del
microorganismo se encuentran los agares sulfito-poliymixina-sulfadiacina  (SPF),
triptosa-sulfito-neomicina (TSN). Shahidi-Ferguson perfringens (SFP) y
triptosa-sulfito-cicloserina (TSC). En todos ellos, C. perfringens aparece como colonias negras
ya gue reducen el sulfito a sulfuro el cual es después precipitado como suifuro ferroso
(Emswiler, B. S. et a/, 1976).

Otros métodos para la diferenciacion de C. perfringens incluyen la serotipificacion, la
tipificacion de bacteriocinas, determinacion de perfiles plasmidicos, zymotipificacion, y
ribotipificacion. Todos estos son métodos que tienen desventajas o inconvenientes, por
ejemplo, no siempre estan disponibles en las laboratorios microbiolégicos, son técnicamente
fastidiosos y, ademas consumen mucho tiempo (Leflon-Guibout V. eral, 1997).

La técnica utilizando el sistema del nimero mas probable (NMP) de la fermentacion
tormentosa de la leche con hierro (IMMPN del inglés, iron milk most probable number) ha sido
utilizada por distintos investigadores en los Gltimos afios, Esta se basa en ta capacidad del C

perfringens para formar un cuajo en fa leche en un tiempo de 16 - |8 h a una temperatura de



45°C (Guzman, A. M. S. de er a/, 1989; Abeyta, C. JR. et 4/, 1985; William, D. §T. J, et 4/,
1982).

Miwa (1997), reporto la presencia de C. perfringens en contenido intestinal de ganado
vacuno, porcino y pollos. El mencionéd que es importante fa contaminacion a partir de la heces
de estos animales, ya que en el rastro la carne se puede contaminar en forma cruzada a partir
de las heces del animal recién sacrificado. El reportdo la presencia de C perfringens
enterotoxigénico en contenido intestinal de un 26% de ganado, un 22% de cerdo y un 40%
en pollo.

Emswiller, et a/, en 1977 repdrtaron, en un estudio realizado en Maryland E.U., que
casi un |1 6% de la carne molida analizada contenia C. perfringens.

Bryan (1979} reporté que la came de res, pavo y el jamén de pueco son los vehiculos
mas comunes para este microorganismo; también mencioné que el 65% de los brotes
infecciosos en el periodo de 1973 - 1977 en Estados Unidos, provinieron de practicas poco
higiénicas de los restaurantes, el 3 1% de los hogares y el 4% de las plantas procesadoras de
alimentos {Bryan, 1979).

En un estudio similar realizado por Fukishima (1987), se determiné la incidencia total
de microorganismos de importancia médica. Ellos determinaron que casi un 2% de la came de
puerco y de res, y mas de un 10% en la came de pollo estaba contaminada con C
perfringens. El muestreo se realizd durante los meses de Noviembre a Marzo, sugiriendo que la

contaminacion por este microorganismo predominaba en el invierno. En contraste a lo



anterior, McClane (1997), mencioné que los envenenamientos alimetarios eran un poco mas
comunes en los meses de verano.

Ali y Fung en 1991 en un estudio realizade en Kansas determinaron la ocurrencia de la
bacteria en carne de res y de pavo. Ellos reportaron que un 54% de carne de res y un 75% de
carnes de pavo fueron positivas para la bacteria.

Souza y de Oliveiran (1986) encontraron que un 57% de carne cruda fue positiva para
C. perfringens y de ella un 7% resulto ser enterotoxigénica.

Aunque los porcentajes positivos para C. perfringens de diversos alimentos analizados
varian, es impertante tomar en cuenta que no todas las cepas que se pueden aislar de C
perfringens contienen el gen que codifica para la enterotoxina. Se han realizado estudios como
el de Saito (1989), donde se logré aislar cepas productoras de enterotoxina en un 6% de un
total de 80 muestras de heces fecales provenientes de manipuladores de alimentos, en un 2%
de un total de 4| moluscos, en un 10% de muestras de agua, y en un 2% de muestras fecales
de perros. )

Otras técnicas mas recientes, determinan la enterotoxigenicidad del microorganismo
una vez que han sido aislados, y abarcan desde la hibridaciéon del gen enterotoxigéncio,
métodos de polimorfismo de fragmento de restriccton (RFLP, del inglés restriction fragment
length polimorphism), electroforesis en campo pulsado (PFGE, del inglés pulsed-field gel
electrophoresis), hasta la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, del inglés polimerase chain

reaction) (Miwa N. et o/, 1997).
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McClane B. A. (1997) estudio la incidencia de cepas enterotoxigénicas en heces fecales.
El reportd casi un 6% de personas aparentemente sanas, cuyas heces contenian a C
perfringens enterotoxigénco. Un estudio similar se realizé en Monterrey, N.L. en el que se
determind que el microorganismo se encontraba en un promedio de 7.4 X [0® esporas por g
de heces fecales de los individuos analizados, incluyendo infantes, adolescentes, aduitos y
ancianos. De ellos, el 4% fueron portadores del gen enterotoxigénico (Vela M., 1997).

También se han realizado estudios sobre incidencia en especias utilizadas como
sazonadores de alimentos, se encontrd que mas de un 61% de las muestras analizadas (ajo en
polvo, pimiento, comino, orégano y laurel) contenian al microorganismo, y de ellas ef 4%
poseian el gen que codifica para la enterotoxina (Rodriguez, L., eral, 1998).

Ultimamente, aislamientos de C. perfringens enterotoxigénico han sido asociados con
enfermedades gastrointestinales como la diarrea asociada a antibidticos y la diérrea
esporadica. Para la identificacion de las cepas se han utilizado las técnicas de polimorfismo de
fragmento de restriccion (RFLP y electroforesis en campo pulsado (PFGE). Se encontré que
todas las cepas utilizadas aisladas de intoxicaciones alimentarias poseian un gen de
enterotoxina cromosomal {Collie, R., et o/, 1997).

Aungue la incidencia de cepas enterotoxigénicas encontradas en general puede parecer
baja, es importante tomar en cuenta que aGn este porcentaje representa un problema latente
que puede convertirse en un brote si no se guardan las condiciones higiénicas necesarias en la

preparacion de los alimentos a fin de tratar de eliminar al maximo este microorganismo.
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HIPOTESIS

La carme molida gue se expende en el area metropolitana de Monterrey, Nuevo

Ledn esta contaminada con C. perfringens enterotoxigénico.
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OBIJETIVOS

a) Determinar la frecuencia de C perfringens en muestras de carne molida que se

expenden en Monterrey y su area metropolitana.

b) Establecer el porcentaje de cepas aisladas que contienen el gen que codifica

para la enterotoxina.
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MATERIAL Y METODO

CEPAS DE C. perfringens.

Se emplearon las cepas de C. perfringens FD-1041 y H3 como controles positivos
(productoras de enterotoxina), estas cepas fueron proporcionadas por e Dr. Stanley Harmon
del Centro de Control de Enfermedades de EU.A., y por & Dr. Ronald G. Labbé de la
Universidad de Massachusetts, E.UL.A., respectivamente. Como control negativo la cepa FD-1 y
la ATCC 3624 (no productoras de enterotoxina), proporcionadas por el Dr. Ronald G. Labbé
de la Universidad de Massachusetts, E.U.A. Estas cepas se mantuvieron en medio de came
cocida segun Robertson (Willis, A. T., 1960), se incubaron a 37°C durante 72 h. y fueron

mantenidas en congelacion a -20°C realizandose resiembras periddicas cada 8 meses.

ACTIVACION

Las cepas se activaron inoculando una alicuota del medio de cultivo esporulado de
reserva (medio de came cocida) en tubos con 10 ml de caldo tioglicolato (DIFCO) e
inmediatamente después se sometieron a un choque térmice a 75°C por |5 min a fin de
estimular la germinacion de las esporas, los tubos se enfriaron a temperatura ambiente y se

incubaron a 37°C por 14 a 16 horas.
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MUESTREO

La carne fue muestreada aleatoriamente en los municipios de Monterrey, San Nicolas,
Guadalupe y San Pedro Garza Garcia N.L. De cada muestra se tomd en cuenta su procedencia,

ya sea centro comercial o carniceria. Se manejaron | 2 muestras por municipio de las cuales 6

fueron colectadas de Centros Comerciales y 6 de Carnicerias.

AISLAMIENTO

Se utilizé la técnica de nimero de mas probable (NMP) en sistema de 3 - 3 - 3,
empleando medio de leche con hierro. Para esto, se resuspendid de acuerdo a las indicaciones
del fabricante. y se enriquece con sulfato de fierro (Fe;504) al 0.1% (concentracion final).

Se pesaron 20g de la muestra y se licué en |80 ml de agua peptonada (NaCl 0.85% vy
Peptona Tripticasa al 0.019). Los primeros tres tubos del sistema se Henaron con 20 ml del
medio de leche al 1.5X y se inocularon con 10 ml de la muestra, los siguientes seis tubos con
10 ml del medio 1X fueron inoculados tres con | mi de la muestran y tres con 100 pl de la
muestra. Posteriormente los sistemas de NMP se incubaron a 45°C para ser observados al cabo
de 16 a 18 horas de incubacién. De aquellos que presentaron la fermentacion tormentosa
tipica se inocularon en caldo tioglicolato (DIFCO) y de ahi a medio de conserva (caldo came
cocida) a una temperatura de 37°C por 24 a 48 h, para posteriormente sembrar en placa en

agar triptosa sulfito cicloserina (TSC, DIFCO).
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CONFIRMACION de C. perfringens.

Apartir de las placas con agar TSC, se aislaron los colonias tipicas en medio
tioglicolato. Estas cepas fueron sometidas a las pruebas bioquimicas confirmatorias como
fermentacion de la lactosa, reduccién de nitratos a nitritos, produccion de sulfuro, gelatinasa y
movilidad. Los sistemas bioguimicos fueron incubados a una temperatura de 37°C por 24
horas en anaerobiosis.

Las cepas positivas fueron las que presentaron movilidad negativa, fermentacion de la
lactosa positiva, reductoras de nitratos y gelatinasa positivas. Estas cepas fueron
posteriormente sometidas a una técnica de hibridacion en colonia para la determinacion del

gen de la enterotoxina.

DETECCION DE C. perfringens ENTEROTOXIGENICO

Se practicd una prueba de hibridacion en colonia para la deteccion del gen
enterotoxigénico empleando una sonda de ADN de 40 pares de bases, mostrando una
secuencia coino se indica enseguida,
5'ATGCTTAGTAACAATTTAAATCCAATGGTGTTCGAAAATGS .

£l oligonucledtido empleado en este trabajo fue donado por el Dr. Peter Feng de los
laboratorios de la Administracion de Drogas y Alimentos (FDA del inglés Food and Drug

Administration) en Washington, D.C., E.U.A.
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a) Marcaje de la sonda
Se utilizd una sonda de ADN marcada con digoxigenina, la cual se unié al extremo 3~

del oligonuciedtido.

b) Tratamiento de las membranas para la fijacion de las cepas

Las muestras, las cuales se encotraban en medio de came cocida, fueron inoculadas en
calde tioglicolato e incubadas a 37°C por un periodode 16 - |18 h.

Se monté un sistema empleande una camara de Dot-Blot (Minifold y. Schieicher &
Schuell Keene, NH) con una membrana de un poro de 0.45 p (Micron MSI Westboro, MA);
siguiendo un patrén establecido previamente, y después de aplicar vacio empleando una
bomba (Welch directorr 8910) se adicionaron 50 pl de los cultivos. Se esperd a que se
adhirieran y secaran por un espacio de 30 - 60 min.

Después de que las muestras fueron secadas, la membrana se colocé en una cama de
papel filtro impregnado con solucion desnaturalizadora (NaOH 0.5 N, NaCl 1.5 M en agua
destilada y SDS 0.1%) por espacio de |5 min. Posteriormente se pasé de la misma forma a
una solucién neutralizadora (Tris-HCl 1.0 M, pH 7.5 con NaCl 1.5 M) por 8 min. Enseguida la
membrana se saturé con un amortiguador de citratos 2X (0.3 M, pH 7 con NaCl 3 M),

El ADN se fij6 a la membrana cuando esta se ilevé a una temperatura de 120°C por
espacio de |15 min, la membrana se mantuvo himeda con amortiguador de citratos. Con la

solucién de lavado (Solucion amortiguadora de citratos 3X, con SDS 0.1%) se eliminaron
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posibles restos celulares de la membrana, dicha solucién se dejo por espacio de 2 h en ajitacion

a temperatura ambiente.

¢) Hibridacién

La memebrana se colocé en un recipiente que contenia 20 ml de solucién de
prehibridacién [Solucion amortiguadora de citratos 5X con reactivo de bloquec para la
hibridacion de acidos nucleicos (Genius, Boehriger Mannheim, [995) al 1% (p/v),
N-lauroilsarcosina al 0.2% y SDS al 0.2%] y. se dej6 en agitacion en bafio de agua a una
temperatura de 68°C por espacio de 2 h.

Después las membranas se colocaron en solucion de hibridacion (2 pmol/ml del
oligonucledtido marcado con digoxigenina en 20 ml de la solucion de prehibridacion ya
descrita anteriormente) y se incubaron en bafie de agua a 56°C por 6 h.

Posteriormente la membrana fue sometida a lavados de astringencia con el propésito de
eliminar el excedente del oligonucledtido no adherido, primero se lavé con una solucion de
lavado 2X {amortiguador de citratos 2X con $DS |1 %) a temperatura ambiente, en agitacién y
por un espacio de 5 min, y enseguida se lavé con una solucion de lavado 0.5X (amortiguador

de citratos 5X y SD$ 0.1%) a 56°C en bafio de agua y con agitacion.

d) Deteccidn

Después de los lavados de astringencia. la membrana se equilibré en una solucién
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amortiguadora a temperatura ambiente por | min [(Acido maléico O.I1M, pH 7.5 con NaCl
0.15M y Tween 20, 0.3% (p/v)]-

Enseguida, la membrana fue colocada en solucion de bloqueo [reactivo de bloqueo para
la hibridacion de acidos nucleicos (Genius, Boehringer Mannheim, 1995} al 1% (p/v) disuelto
en solucion amortiguadora de acido meléico 0.1 M] por un espacio de 45 min a temperatura
ambiente. La membrana fue colocada en solucién con el conjugado anti - dig - fosfatasa
alcalina [6 pl de anti-dig (Boehringer Mannheim) en 30 ml de la solucién de bloqueo
anteriormente descrita] por espacio de 60 min en agitacion constante a temperatura ambiente.

Se lavaron las membranas en solucién amortiguadora de lavado [Acido maléico 100
mM, NaCl 150 mM; pH 7.5; Tween 20 3% (v/v}] por dos periodos de |5 min en agitacién a
temperatura ambiente, con el fin de eliminar el exceso de anticuerpo.

Posteriormente se equilibro la membrana en amortiguador de deteccion (Tris-HCl
0.1M. pH 9.5 con NaCl 0.1M ) por 2 min, después de transcurrido este tiempo se agregd |0
ml de la solucién generadora de color {45 pl de nitroazul de tetrazolio y 35 pl de
5-bromo-4-doro-3-indiolil-fosfato (Genius, Boehringer Mannheim, 1995) en 10 ml de la
solucion anteriormente descrita.

Las membranas se incubaron en oscuridad en un recipiente sellado, sin agitaciéon por
10 h aproximadamente hasta la observacion de color pardo en las reacciones positivas. La

reaccion se detuvo al sumergir |la membrana en agua bidestilada.
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ANALISIS ESTADISTICO

Los datos de las cuentas de NMP se sometieron a un analisis de varianza de una sola via
(a= 0.05), para determinar si existian diferencias significativas en el grado de contaminacion

del total de las carmes analizadas.
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RESULTADOS

a) Aislamiento de C. perfringens.
De acuerdo con la técnica de la fermentacion tormentosa se tomaron como positivas
aquellas muestras que tuvieron la capacidad de fermentar la leche formando un cuajo entre las

16 y 18 h deincubacion a 45°C {Fig 1). Los resultados se encuentran resumidos en la tabla |.

Encontramos que se¢ detectd la prueba positiva para la totalidad de las muestras
procedentes de Monterrey y San Nicolas. El municipio de Guadalupe presentd una muestra
negativa procedente de un centro comercial. De igual manera, San Pedro presentd dos

muestras negativas para la fermentacion tipica. Ambas muestras fueron colectadas de

carnicerias.

Tabla . Porcentaje de muestras positivas para C. perfringens mediante la técnica

del nimero mas probable.

MUNICIPIO % DE MUESTRAS POSITIVAS |
MONTERREY 100 '
SAN NICOLAS 100
GUADALUPE 91

SAN PEDRQ 83
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b) Confirmacion de C. perfringens.
Apartir los tubos positivos se realizo el aislamiento del microorganismo tal como se
especifico en la metodologia. Encontramos que no todas las muestras positivas para la

fermentacién tormentosa fueron capaces de desarrollar colonias negras en medio TSC {tabia

2). Este valor vario entre el 25 y el 50%.

Tabla 2. Porcentaje de muestras de C perfringens confirmadas
bioquimicamente.

MUNICIPIO % DE MUESTRAS
CONFIRMADAS
MONTERREY 50
SAN NICOLAS 25
GUADALUPE 3
SAN PEDRO 42

c) Deteccion del gen que codifica para la enterotoxina.

Se obtuvieron un total de |8 aislados de C. perfringens a partir de las muestras de
carne analizadas. Estas muestras fueron sometidas a una prueba de hibridacién utilizando una
sonda de DNA dirigida contra el gen de la enterotoxina. Los resultados de esta prueba se
muestran en la Tabla 3. Observamos que las muestras enterotoxigénicas provenian de
Monterrey, San Nicolas y San Pedro. En los aislados de Guadalupe no encontramos cepas
enterotoxigénicas. En los tres casos de los cuales se lograron aislar cepas enterotoxigénicas los

establecimientos de donde se adquirieron las muestras fueron centros comerciales.
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Tabla 3. Cepas de C. perfringens que contienen el gen que codifica para la
enterotoxina y su procedencia.

MUESTRAS
MUNICIPIO PROCEDENCIA ENTEROTOXIGENICAS
MONTERREY ¢. comercial 1
SAN NICOLAS ¢. comercial 1
GUADALUPE ¢. comercial 0
SAN PEDRO ¢. comercial 1

Fig. |. Fermentacién tormentosa caracteristica de Clostridium perfringens.
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El analisis estadistico que se practicé fue un Analisis de Varianza (ANOVA) de una sola
via. No encontramos diferencia signficativa entre el total de muestras analizadas, es decir, que
la poblacion era homogénea, por lo que no se corrigio el niimero original de muestras.

El anlisis estadistico empleado se practicé sobre ef nimero mas probable, ya que fue la

técnica usada para el conteo de células por gramo.

24



DISCUSION

En el presente trabajo se determind la presencia de C. perfringens en muestras de carne
molida compradas en el area metropolitana de Monterrey N. L. Se decidié utilizar la técnica
del nimero mas probable para realizar la cuenta de este microorganismo, debido a que varios
grupos de investigadores la han probado con buenos resultados (William D. St. ). et af, /982;
Abeyta A_Jr. et af, 1985; Guzman A. M. S er 4/, 1989).

Uno de ellos fué Abeyta (1985) quiéen inoculd alimentos con la bacteria.
Posteriormente realizé la cuenta de estos empleando tres métodos, con el fin de probar su
efectividad, el agar Shahidi-Ferguson-Perfrngens (SFP), Triptosa-Sulfito-Cicloserina (TSC) v la
técnica de la fermentacion tormentosa mediante el nimero mas probable (NMP). Ei no
encontrd diferencia significativa al utilizar los tres métodos.

William en 1982 mencioné que la capacidad selectiva del medio de leche con hierro,
radicaba solamente en la capacidad de C. perfringens para crecer rapidamente a 45°C y que la
fermentacion tormentosa se presentara al cabo de |8 h. Esta fermentacion tipica se basaba en -
la formacion de un cuajo como resultado de la acidez del medio. Este investigador trabajando
con muestras de lodo, agua y suelo, realizé una comparacién entre la efectividad de medios
selectivos y la fermerntacidn tormertitosa y encontrd resultados muy similares al comparar las

técnicas entre si, concluyendo que ro existio diferencia significativa entre ellos.
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En nuestro trabajo encontramos que todas las muestras colectadas en Monterrey y San
Nicolas fueron positivas en la fermentacién tormentosa. Esto no ocurrié con las muestras de
Guadalupe y de San Pedro en donde algunas resultaron negativas a esta reaccion fermentativa.
Esto nos indico que los datos obtenidos no se podian considerar reales, ya que como se
especificé en la tabla 2, dnicamente del 25 al 50% de los aislados se identificaron como C.
pertfringens. Lo anterior pudiera ser debido a varias causas, probablemente a que exista algiin
otro microorganismo que tenga la capacidad de presentar la fermentacion tormentosa tipica de
C. perfringens.

De hecho Guzman (1989) en un estudio donde analizé muestras de chorizo, mencioné
que otros microorganimos como Bacillus y Escherichia coli podrian producir una reaccion
similar a la fermentacion tormentosa.

Con todo esto podemos considerar que aunado a esta técnica, se deben realizar pruebas
confirmatorias para eliminar la posibilidad de falsos positivos.

A partir de las muestras positivas obtenidas, se sembraron alicuotas en agar selectivo
para poder tener colonias puras y aisladas. Se decidié emplear el medio TSC ya que existian
reportes donde este medio mostré mejores resultados en cuanto a recuperacion de cepas
dafiadas (Harmon 5. M. et a/, 197 | ; Emswiler, et a/, 1977).

En este medio, C. perfingens aparece como colonia negra ya que el microorganismo es
capaz de redudir ¢ sulfato a sulfuro, ef cual precipita como sulfato de fierro (Emswiller B. $. et

&, 1977). De las muestras positivas se tomaron 2 a 3 colonias representativas y se realizaron
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pruebas bioquimicas, y posteriormente, solo se conservd una de ellas. Del total de las
fermentaciones positivas (45), el 40% correspondiéo a C. perfringens. D muestreo original
(48), solo 18 de ellas (37.5%) resultaron ser C. perfringens. De ellas 9 muestras fueron
adquiridas en centros comerciales y 9 en caricerias, es decir, que en ambos casos
microorganismo se aisld de una manera similar.

Se ha reportado que la contaminacién de la carne con microorganismos como C
perfringens puede tomar lugar durante la manofactura, en la tienda o cocina, de manos,
utensilios, molinos, basculas, tablas para picar, ropas, etc. (Hobbs B. C., 1953). Y si ésta es
almacenada a temperaturas no lo suficientemente bajas, se pudiera incrementar adn mas la
multiplicacién bacteriana. Ya que se sabe que C. perfringens puede crecer muy bien adn a
temperaturas bajas dentro del rango de 15 a 6°C y a esta (ltima es donde se detiene su
multiplicacién (McClane B. A. 1997).

El alto grado de contaminacion se puede facilitar, ya que como se ha mencionado, este
microorganismo se encuentra distribuido muy ampliamente. Se ha reportado en especias
(Rodriguez, L, er af, 1998), heces fecales (Vela M, et a/, 1997), agua, fango, suelo, etc. -
(William D. St. J. and M. M. Wekell, 1982). Debido a esto, facilmente se puede presentar la
contaminacion cruzada, desde el momento del sacrificio de los animales donde los canales
pueden contaminarse con las heces fecales, en donde se encuentra este miéroorganismo (Miwa

N. et al, 1997).
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Aunque existe una normativa que especifica la calidad sanitaria de la carne molida y
carne molida moldeada (La Norma Oficial Mexicana NOM-034-55A1-1993), en ella solo se
indica un limite maximo para microorganismos mesofilicos aerobios, para Safmonefla sp. y .
aureus. Sin embargo no se incluye a C. perfringens. Consideramos que en base a todo lo que se
a indicado con respecto a la importancia de este microorganismo, y los resultados obtenidos,
C perfrinngenis deberia ser incluido en alguna normativa y determinar sus limites permitidos.

Sin embargo, aun con ¢ aislamiento del microorganismo, se ha mencionado que no se
puede asegurar que esta bacteria sea la causa de una intoxicacién alimentaria ya que se ha
reportado que solo el 6% de las cepas contienen el gen que codifica para la enterotoxina (Fach
P. and M. R. Popoff. 1997).

Una gran ventaja de la utilizacién de metodologias moleculares para detectar cepas
toxigenicas radica en que no se requiere la esporulacion de la bacteria. Y es necesaria para la
produccién y deteccidn de la enterotoxina (Kokai-kun, J. F., et 34.

La presencia del gen que codifica para la enterotoxina se determiné empleando una
sonda de ADN marcada con digoxigenina, la cual estuvo dirigida contra una region de dicho .
gen.

Del total de las |8 cepas aisladas, 3 resultaron portar el gen de la enterotoxina, lo cual
representd un 17% y todas las cepas (3) que contenian el gen que codificaba para la

enterotoxina provinieron de centros comerciales (tabla 3).
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Con todo lo anterior, podemos decir que la hipotesis fué aceptada, ya que la carne

molida que se expende en el area metropolitana de Monterrey. esta contaminada con C

perfringens enterotoxigénico.
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2)

3)

CONCLUSIONES

C. perfringens se aislé de un 37.5% del total de las muestras analizadas.

El aislamiento del microorganismo a partir de fa carne molida fue similar tanto

en centros comerciales como en carnicerias.

Se encontraron 3 cepas enterotoxigénicas (| 7%} de un total de | 8 cepas

aisladas.
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