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Introduction
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Microbiology of the food chain — Horizontal method for the 
detection and enumeration of Clostridium spp. —

Part 3: 
Detection of Clostridium perfringens
WARNING — In order to safeguard the health of laboratory personnel, it is essential that tests for the 
detection of Clostridium perfringens are only undertaken in properly equipped laboratories, under 
the control of a skilled microbiologist, and that great care is taken in the disposal of all incubated 
materials. Persons using this document should be familiar with normal laboratory practice. This 
document does not purport to address all of the safety aspects, if any, associated with its use. It is the 
responsibility of the user to establish appropriate safety and health practices.

1 Scope

M��
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������	�
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�	��	�������Clostridium EC.G perfringens.
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2 Normative references
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"#$�)))DD��Microbiology of food, animal feed and water — Preparation, production, storage and performance 
testing of culture media
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3.1
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3.3
human pathogenic C. perfringens
human pathogenic Clostridium perfringens
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produce CPE in the small intestine on sporulation and cause human illness.
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3.4
detection of C. perfringens
detection of Clostridium perfringens

�	������	���������������
�C. perfringens�E3.2G���������	���������

���������������
��	�������
���������������
��Q��	���������
�������
�	�
	��
����
��	�


Y�	��)�	����	��6�#�������
�	�
	
��������������Clause 9.

4 Principle

4.1 General

The detection of C. perfringens��������
�	�����
����

����
	���
��
�
�������
�����������.

4.2 Enrichment in selective liquid medium

�� 
����	���� ���	���� ��
���� E�	� ������	� 	������	���G� �
� �������	�
� ��	�� �� 
�������
� ����	�	�� ��� 	��� 	�
	�

������ ��� 	��� ���	�������
��	� �
� �����
�������
�������
�����	�	�������� ���	���� 
�
���
���� ��� 	�����
������	����
���
��	
��M����������	�
�
����	������
�����
�������	�
��	�+K�x&�����)L���

4.3 Isolation on selective solid medium

V����	������	���
���	����
����4.2��	���
����	�������	������
��������������	�
��M������	�
�����������	�
��	�
DJ�x&���
��	�+K�x&���
���	����������*+�����������������

���� ��
�
��	�
�


&�������	����	�
	
�����������
���	��M�����
��	� �
������

�
��
�C. perfringens detected or not detected per 

���������������

�	��������� 	�����	��
����	����
����������-���������
�
���������������
�������	��	����
��	��������(��	����������
���������	��������C. perfringens strains.

5 Culture media and reagents

V������ ������	� ������	���� ����	���
� ��� �����
����� ��	�� "#$� J*)L�� M��� �����
�	���� ��� ���	���� ��
��� ��
�
������	
���
�	������������	��������
�������
����������X��V���������������	�
	����������	������
�����������
the procedures in accordance with ISO 11133 and ������X.

6 Equipment and consumables

H�
��
�������������	��
���������	�������	����	����	�����
��������

���������	���
�
��	�����
��������	���
��M���
�
��������������������������	����������	�
�E
���"#$�J*)LG���
��������	��������	�������������
���������
�
�

6.1 Appropriate apparatus for achieving an anaerobic atmosphere,� �� Q��� 	��	� ���� ��� �����	�������

����
���������	�������������	����������	�������������
������������	��
���������
�	���
�	���������	����
�
���� 	��� 	�	��� ������	���� 	���� ��� 	��� ���	���� ��
����� $	���� 
�
	��
� ��� ���������	� ������������� 
���� �
�
����������������	
����������
�
��V������	����������	����%
���
	���	���
�������
	����	������
�����	�������

M��������
�	�������	����	��
�������������
���������������
��������
����	����

�	�����������
����	����E�����
���������
������
��G���	���������	����������������	���Q�������
�
��������	����	����	��
�����������������	����
��������	�������������	������
�E
�����
��������������������������
����N
G��"���������������������������	����
�������
� ��� �	��
������ ��� ��

� 	���� )� y� ������� ����	���� �������� =� y� ������� ����	���� 	�� )D� y� �������
����	�����������
����
��

6.2 Apparatus for dry sterilization (oven) or wet sterilization (autoclave).

6.3 Drying cabinet or oven�����	���	�
������������������	������	�����*?�x&���
�?`�x&�
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6.4 Freezers������������������	�����	�(*`�x&�z�*�x&���
�������(J`�x&�

6.5 Incubator(s)������������������	�����	�DJ�x&�z�)�x&��+K�x&�z�)�x&�

6.6 pH-meter�������������������������������	�������z`�)��'����	��	�*?�x&�

6.7 Refrigerator������������������	�����	�?�x&�z�D�x&�

6.8 Sterile bottles�� ��	��� or tubes�� ��� ���������	�� ������	��� X�		��
�� ���
N
� ��� 	���
� ��	�� ���(	�����
��	������������
	���
����(���
���������
�
�

6.9 Sterile graduated pipettes or automatic pipettes�������������������	��
����)`������
�)����

6.10 Sterile loops�� ��� ���������	�� 
����	��� ��� D� ��� E)`� {�� ������G� ��
� ��� )� {�� �������� ��� �������	����
needle or wire.

6.11 Sterile Petri dishes����	����
����	���������������	����=`����

6.12 Thermostatically controlled water bath������������������	�����	�++�x&�	��+J�x&�

7 Sampling

#���������
���	����	����	�����	��
�
�������
����	��
�
������	��V������	���
��������"�	����	������#	��
��
�

���������	��	������
��	���������
��"��	������
����
��������"�	����	������#	��
��
�
���������	��	���
��������
��� 	��� ���
��	� ��������
�� �	� �
� ��������
�
� 	��	� 	��� ���	��
� ��������
� ����� 	�� ��� ��������	� ��� 	��
�

��Q��	�

|�������
�
�
��������	��������
��������������	�������������
������	
6

— ISO/TS 17728 for food and animal feed;

^� "#$�J`J��������N���
����N����
��	
\

^� "#$�KLLJ(D��������������
�
��	�����	�
���
�������
���
�����������������
��	��������
\

^� "#$�)DD`J����������������
��	����
	���\

— ISO 17604 for carcasses;

— ISO 18593 for surfaces.

"	��
������	��	�	��	�	���������	�����������
���
������	��	��
������
��	�	�������	������
��	���
������
�
���	�����
M���
������
����
���	�����������
�����
����������
�
������	���
���	����
	������

8 Preparation of test sample

!�������	���	�
	�
�����������	���������	����
��������������
�������	��	���
��������"�	����	������#	��
��
�

���������	��	������
��	���������
��V������	��������
���
��
�
�������
����	���"#$�KLLJ�
����
�

"��	������
����
��������"�	����	������#	��
��
�������������	��
���������
�
�	��	�	������	��
���������
������
	�������������	����	��
�
��Q��	�
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9 Procedure

9.1 General

The procedure as given in ��������
���������������
�

9.2 Test portion and initial suspension

V������ 	��� �����
���
� ��� �����
����� ��	�� 	��� "#$� KLLJ� 
����
� ��
� 	��� 
�������� "�	����	������ #	��
��
�
dealing with the product concerned.

!�������	������	����
�
���
�������	�����
��	������
��	�������������
���	������
���

�)����E6.9G����	��������
�

���������)����E6.9G����	������	����
�
���
����E`�)������
��	G�	��=�����������
�����������
���
����E|!F��B.2G��
��	����	�������)`����E6.9G����	��������
�
������������	������	����
�
���
����E)������
��	G��
��

�
�	��=`�������
|!F�EX�)*G�

"	� �
���

�����	�������
�	����������
�����
����	���
����	�����	����
�������N���
�������� ����������������

�����
� ���� �������
� 	�� ��� �������
�� M��
� ���� ��� ����

���� 	�� ������	� ���������������� �����	�� ��� �� ������
��	���������
��	��������������	���
�����
�����������
�����������������
��	����

#����������������������	�
	����	���
�������������
���
��������
�	���	������������������	�	��
������
�������
	���E���G���������	����	���
������	���	�
	����	���
�������������
���
�������
���	��
���
������	�
	��M��
��
�������������
���
�����
�
�����
����"#$�KLLJ()��<��	�����	��
���

�����	�������
�����
���������	����	����
�����
����������
������
����	��	������	�����
�
�����
����"#$�KLLJ()�

Y$M5� ,���
�	�������	��
���	��
�����������
��	�
������
����	��	������������	��
������	
����"#$�)K)+`�E�������	
G�

9.3 Selective enrichment

"�����	��	���
����	�������������	����	��|!F�������
�
�	���
������		��
�E9.2G��	�+K�x&�E6.5G�����)L���z�*���

9.4 Isolation

������	���
����	�������	������
���EB.3 and B.4G�	�����������	���	������	������	�������	���������
	���
��	���
������	������	�����"������
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���	���
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����	������	�
�E
���"#$�)))DDG������
������������	���������
E6.3G���������
��

V���� 	��� 
����	���� ���������	� ��	����
� �	� 9.3�� �������	�� ��� ����
� ��� �� )`� {�� ����� E6.10G� 	��� 
������� ��� ��
!�	��� 
�
�� E6.11G� ���	������� 	��� 
����	���� ��
���� 	���	�
�� 
����	�� �����
������ ����� EM#&� ������ B.3G� ��
� ��
!�	���
�
��E6.11G����	�������	���
����	������
����}��	�
�����(���N���������������E}5Y���B.4G�

"�����	��	���M#&���������	�
���������������E6.1G�������������	���E6.5G��	�DJ�x&�����*+���z�*����"�����	��	���
}5Y�����	�
���������������E6.1G�������������	���E6.5G��	�+K�x&�����*+���z�*���

Y$M5� ��	����������	�������	���M#&���������	�
���������������M#&��������������
�
�	��������	�	���
���������	����

����
�����������
����	���
����������	�����
�����!��������	�?�������	���M#&���
����E
���B.3G��
�����������
�������	��

���
���������������	���!�	���
�
��
�
	��
���������������������	���
�������

���� ��
�
��	�
�
����C. perfringens

������ ������
�
��������

���������
�
��	�
�


9.5.1.1 M��������������
����M#&��������������N�or������	��������(������
	����������������	�����������
�����	�

M��������������
����}5Y��
������������������E���
�������	�	������������	�
�G���
��������	�	����E����	����
��
����	���G�

����������������	���M#&���������	�
������	��������������	��
����������	�
�
�����������
���	����D`������
�
	�������������	����������
���������
�����
����
�
�
����������������
����	����������"������������Q��
������
�
��
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�
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��������N�
�Q������Q���������
��������	���
����	���������	������
���������
�����������������
������	���E6.1��6.5G�

V�����������	�����	�N����������
���	����C. perfringens��������
�����������
�
�����	�������	��������������
�
E
��� 9.4G�� "�� ����� 	���� ���� ����������� �
� ���
��	� ������ 	��� �������
�� 
����	� ���� ��� ����� ����������� ����

�����	������
���������	����

9.5.1.2 ������	������	�
�	�����������	���	������	������	�������	���������
	���
��	���������	������	�����"��
����

�����
���	���
����������	������	�
���������
��E
���"#$�)))DDG�

#	���N���������	���
����	�
��������
���	����
	�����������E6.10G���	���������(
����	��������
���������	��������
&������������
������EB.5G��"������
��
���	������������&���������������
��������	������	����	(�������
����E�����
M���	����
������������X���������	�����
��������G���������
�
���	�������	���	�����
��#��������
���	�
��������

	���N�
���	���
��	����
�
��	��
���������(
����	������������	�
��#	���N
�
����
���	��������(�
���	�
��������
�

"�����	��	������	�
� �����������������	��
������E6.1G��	�DJ�x&�E6.5G� ����*`���z�*����|���	���	��� ������	�����

����	�����(�
���	�
����
�����������������
�������������	�����&�������	�����������
������	�������	������
�
���
���	�
��	�
	�E9.5.2G�������	���
����	����
������	���	��E#"FG������	�
	�E9.5.3G�

Y$M5� ��	����	���������
���
�E
���"#$�J*)LG���������
�
�	�������������	����	���	��������������
�����C. perfringens, 
�����
�
�	��	�	���
��	�����	�����	�����	����	���������
������
����������
�	�
�E
���"#$�)K)+`(+����"#$�)K)+`(KG�

��	���������	�����	��
�����	�
�����������������	�
��	�?�x&�E6.7G������������������+L�������������
�����V���
���	�
������������������	�
��������������������	����	��������������	��
������

9.5.2 Acid phosphatase test

9.5.2.1 "	��
�N�����	��	����
�
��C. perfringens��
�����	����Clostridium�
	����
�E�����
����
	����
����C. baratiiG�
�������
�������
����
���	�
�����	�	��
������	���
����������	�
��M��������������������������������	����������
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�	���
��
������	�
�

9.5.2.2 &������
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�������	�����������
�*�	��D�
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��������	�EB.6G����������
���	��	����������
��"���������������������������	�
	�N�	�
�
��
�
���������	����������	����W
���
	���	���
�

Y$M5� "	��
���
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�������
����
���	�
��������	�����������
�����������	��������
	���	�������	����������
��
����
�
�

9.5.2.3 A purplish colour developed within 3 min to 4 min is considered as a positive reaction.

������ �!��
���

��������
�
�"�#���$�	�	������

&������
����������������������������
������	����	���������	�
�����
	����
���	��#"F������	���
�EB.7G��M���
	���
�����������	�
�����**���z�*����	�DJ�x&�E6.5G�������������������	��
������E6.1G���	��	������
����	���#"F�
�����	���
����
���
����	���������	����	���	���
��������
����6

^� #����	�����
��	���6�	���
�
�����������N������������
�	���

^� F�	���	�6�	���
�
�����������	����	
�
��	����������	����
	���������
�	���

^� "�
�������
��	���6�	���
������������
��������
������
����	�����	����

����~����
�������	�EB.8G�������
�	���

C. perfringens��
���
�	��������
����	�����
��	������
�����	����������
�������
��	������
���	���	��

9.5.4 Differentiation between human pathogenic and non-pathogenic C. perfringens strains 
(optional)

�

�	��������� 	�����	��
�
�
�����
� ���������-���������
�
���������������
�������	��	������	�����������
pathogenic and non-pathogenic C. perfringens strains.
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9.5.5 Interpretation

C. perfringens� ���
���
� ����N� ��� ����� 	�� ������(������ 
	������� ��� M#&� ������ ����� ��� 	��� ������� �
� ����	��
��
���

�

�
����
����
���	�
������������
�	��������
����	�����
��	���������	����������
�������
��	������
�
������	�����#"F������

10 Expression of results

"�������
�������	��	�����	�����	�	�������	�����
��	
����
���	��C. perfringens detected or not detected in a test 
portion of x g or x����������
��	��������	���
������������
�����
��������
��������
������

11 Indicative performance characteristics of the method

11.1 Validation based on principles of ISO 17468

�
���� 	���
	��
��
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�������������	��
����� ��	��������	����
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chain as mentioned in Clause 1 of this document.

11.2 Indicative performance characteristics
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