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FunbamEeNnTo. Aunque Clostridium perfringens es un agente
clasico de toxiinfeccion alimentaria, la levedad y el caracter
autolimitado del cuadro limita con frecuencia su
confirmacion microbioldgica. Este estudio describe la
investigacion de un brote de diarrea por C. perfringens
ocurrido en un establecimiento publico de hosteleria.
METopos. Se realizé una encuesta epidemioldgica y una
inspeccion del establecimiento. Para los distintos
alimentos consumidos se calcularon las tasas especificas
de ataque. La causalidad independiente de cada plato se
establecio calculando las odds ratio ajustadas mediante
un modelo de regresion logistica. La investigacion de la
toxina de Clostridium perfringens en heces de 4 enfermos
y de un sujeto expuesto asintomatico se realizé por
aglutinacion pasiva reversa por latex.

RESULTADOS. La tasa global de ataque fue del 70,8%. La
sintomatologia consistié fundamentalmente en diarrea
(100%) y dolor abdominal (94%). Se detectaron diferencias
significativas en las tasas especificas de ataque para el
consumo de diferentes platos. Sin embargo, la
contribucion independiente de cada uno de ellos sélo
resulto significativa para el consumo de “ravioli con salsa
de queso”. La deteccion fecal de enterotoxina de C.
perfringens resulto positiva en los 4 enfermos estudiados,
pero no en el sujeto expuesto y asintomatico.
ConcLusioNES. En este brote la tasa global de ataque fue
alta. La sintomatologia concuerda con los datos
previamente publicados. El analisis epidemiolégico implicé
a los “ravioli con salsa de queso” como alimento
responsable y la investigacion clinica, junto con la
deteccion de la toxina en heces, permitieron identificar a C.
perfringens como el agente etiolégico.
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Diagnosis and epidemiological investigation of an outhreak
of Clostridium perfringens food poisoning

OBJECTIVE. Clostridium perfringens is a classical agent of
food-borne disease but because of the mildness and
self-limiting nature of the iliness, many cases are
undiagnosed. This study describes the investigation of an
outbreak of diarrhea due to C. perfringens in a public
restaurant.

MeTHODS. An epidemiological survey was performed and
the restaurant was inspected. The specific attack rates for
the items on the menu were calculated. Odds ratios were
calculated to investigate the independent association
between each item and the disease using a logistic
regression model. Investigation of C. perfringens toxin in
the feces of four symptomatic subjects and one exposed
but asymptomatic subject was performed by the reverse
passive latex agglutination test.

ResuLTs. The overall attack rate was 70.8%. The main
symptoms were diarrhea (100%) and abdominal pain
(94%). Significant differences were found in specific attack
rates for consumption of different menu items. However,
the independent contribution of each item was significant
only for consumption of “ravioli with cheese sauce”. Fecal
detection of C. perfringens enterotoxin was positive in the
four symptomatic subjects and negative in the exposed
but asymptomatic subject.

ConcLusions. The overall attack rate in this outbreak was
high. The clinical symptomatology was similar to
previously published data. The epidemiological analysis
revealed “ravioli with cheese sauce” to be responsible for
transmission of the disease and clinical investigation
together with the fecal enterotoxin detection established
C. perfringens as the etiological agent.

Key words: Clostridium perfringens. Outbreak.
Enterotoxin. Feces.

Introduccion

Las bacterias capaces de producir gastroenteritis
pueden clasificarse de una manera esquematica en
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3 categorias: las que dan lugar a una infeccién cuando son
ingeridas y se multiplican en el tubo digestivo, las que
originan la enfermedad a través de la liberacion
intraintestinal de toxinas, y aquellas que lo hacen
mediante la produccion de enterotoxinas en los alimentos
antes de su consumo!. En este tercer grupo se encuadra
Clostridium perfringens que, desde este punto de vista,
podria considerarse mas bien una causa de intoxicaciéon
que de infeccién. Este microorganismo es un bacilo
grampositivo esporulado que forma parte de la flora
anaerodbica normal del ser humano. Las cepas de esta
especie se distribuyen en 5 tipos (A-E)?. La mayor parte de
los casos de toxiinfeccion alimentaria estd producido por
cepas del tipo Al. El vehiculo de transmisién suele
consistir en productos carnicos poco cocinados. Las
esporas de esta bacteria resisten las condiciones de
temperatura asociadas con la preparacion de los alimentos
y pueden germinar durante la fase de enfriamiento de los
platos, dando lugar a organismos que se multiplican y
producen cantidades suficientes de enterotoxina®. Las
manifestaciones clinicas (diarrea y dolor abdominal)
suelen aparecer unas horas después de la ingesta del
alimento y el cuadro acostumbra a resolverse en un
periodo de pocos dias®. Dada su naturaleza, estos procesos
no precisan tratamiento antibiético, debiendo aplicarse
tan sé6lo medidas de soporte o mantenimiento?.

Si bien C. perfringens es un agente clasico de
toxiinfeccion alimentaria y constituye un ejemplo de
diarrea por ingesta de una enterotoxina preformada, una
revision bibliografica detallada permite comprobar la
escasez de informes sobre este tipo de brotes. La
presentacion leve y autolimitada de estos cuadros y la
relativa dificultad de su confirmacién microbiolégica hacen
que esta bacteria quede excluida en la mayoria de las
ocasiones del diagnédstico rutinario de laboratorio. No
obstante, un analisis de las caracteristicas epidemiolégicas
de estos brotes, junto con la disponibilidad actual de
técnicas rapidas de laboratorio que permiten detectar la
toxina en heces, puede conducir al diagnéstico de la mayor
parte de estos procesos*. En paises como Francia se estima
que ciertas bacterias productoras de enterotoxinas, como
Staphylococcus aureus o C. perfringens, pueden ser
responsables del 30% del total de los brotes de
gastroenteritis®>. Durante el periodo 1992-1994, C.
perfringens supuso en Inglaterra y Gales el 8% de los
brotes diarreicos notificados en instituciones cerradas®, el
4% de los brotes asociados con catering doméstico’ y el 7%
de los brotes registrados en la poblacién general®.

El objetivo de este estudio es describir la investigacion
clinicoepidemiolégica y microbiolégica de un brote de
diarrea por C. perfringens que afecté a las componentes de
un equipo de baloncesto femenino tras una comida en un
establecimiento publico.

Material y método

El dia 1 de junio de 2001 se notificé un brote de toxiinfeccién
alimentaria entre las integrantes de un equipo de baloncesto femenino
que el dia anterior (31 de mayo) habian acudido a comer a un
establecimiento de hosteleria ptublico. Este grupo, compuesto por
24 personas (12 jugadoras de 12 a 14 afos, 3 entrenadores y
9 acompanantes), habia consumido una comida que consistié en ravioli
con salsa de queso, jamén al horno con verduras y helados industriales
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de diferentes sabores. Los primeros casos aparecieron por la tarde del
mismo dia 31. Al dia siguiente se realizaron las encuestas
epidemiolégicas mediante una entrevista personal a todas las
componentes del equipo de baloncesto y acompafniantes. Se recogié
informacién sobre la edad, la presencia de sintomas de gastroenteritis
en las 24 horas siguientes a la comida sospechosa, evolucién del
cuadro, asistencia médica recibida y alimentos consumidos durante el
dia 31 de mayo de 2001. Se consider6 la siguiente definicién clinica de
caso: persona que almorzé el dia 31 de mayo de 2001 en el citado
establecimiento y que en las 24 horas posteriores presenté algin
sintoma gastrointestinal. Se realiz6 una descripcién de las principales
caracteristicas clinicoepidemiolégicas de los casos: edad, sexo, periodo
de incubacién y distribucién temporal, determinando los porcentajes
de aparicién de sintomas y la tasa de ataque global con sus intervalos
de confianza del 95% (IC del 95%). Asimismo, se calcularon las
diferencias de tasas especificas de ataque entre expuestos y no
expuestos a los distintos alimentos consumidos. Para analizar el nivel
de significacion se utilizo el test exacto de Fisher de comparacién de
proporciones, considerando estadisticamente significativas las
diferencias con p = 0,05. La posible asociacién entre el consumo de
cada alimento y la enfermedad se establecié calculando las odds ratio
(OR) crudas y ajustadas por el resto de alimentos (con sus IC del 95%)
mediante modelos de regresion logistica.

El dia de la notificacién se cursé una visita de inspeccién al
establecimiento (cocina e instalaciones anejas), comprobando tanto las
condiciones estructurales e higienicosanitarias como las préacticas de
manipulacién de los empleados del mismo. Debido a la ausencia de
restos de comida, no fue posible recoger muestras de los alimentos
del menu sospechoso.

Se obtuvieron muestras de heces de 4 enfermos y de un sujeto
expuesto pero asintoméatico en un plazo inferior a 2 dias desde la
exposicién (y en el caso de los enfermos inferior a un dia desde el inicio
del cuadro). Se realizaron coprocultivos siguiendo una metodologia
estandar y descartando la presencia de enteropatégenos habituales
como Salmonella sp., Shigella sp., Yersinia sp. o Campylobacter sp.
Asimismo, se excluy6 una etiologia virica por agentes como rotavirus
o adenovirus mediante una técnica de aglutinacién por latex (Diarlex
Rota-Adeno, Orion Diagnostica). La investigacion de la toxina de
C. perfringens en heces se realizé mediante un procedimiento de
aglutinacién pasiva reversa por latex (Pet-Rpla, Oxoid). Para ello, las
muestras fueron homogeneizadas en PBS y centrifugadas a 1.300 rpm
durante 20 min a 4 °C. Posteriormente se procedié a filtrar el
sobrenadante en una membrana de 0,22 micras de poro y se enfrenté
a diluciones seriadas con una suspension de particulas de latex
ligadas a un anticuerpo especifico frente a la toxina tipo A.

Resultados

Se encuesté al 100% de las personas del equipo de
baloncesto y acompanantes (n=24), de las que
17 cumplieron la definicién clinica de caso, con una tasa de
ataque global del 70,8% (IC del 95% 48,7-86,6). E1 70,6%
de los casos fueron mujeres y el rango de edad fue 11 a
40 anos (media, 18,7 anos). El periodo de incubaciéon fue de
3 a 20 h (mediana, 11 h) (fig. 1). La sintomatologia
consisti6 fundamentalmente en diarrea y dolor abdominal,
acompanados o no de nduseas, vomitos, malestar general
y cefalea (fig. 2). La duracién de los sintomas fue de 18 a
24 h. Todos los casos evolucionaron favorablemente sin
necesidad de hospitalizacion.

El estudio estadistico para determinar la posible fuente
de infecciéon demostré diferencias significativas en las
tasas de ataque entre expuestos y no expuestos, tanto
para el consumo de ravioli con salsa de queso (p = 0,009)
como para el de jamén asado (p = 0,038) (tabla 1). Dado
que el 62,5% de los sujetos estudiados habian comido
ambos platos, se realiz6 un analisis de regresion logistica
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Figura 1. Distribucion de los casos
segtn la hora de inicio de los
sintomas.

Figura 2. Frecuencia de los
sintomas en los casos (n=17).

TABLA 1. Namero de enfermos y tasas de ataque en funcion del alimento consumido

Expuestos No expuestos
Alimento Enfermos | No enfermos | Total | Tasa de | Enfermos | No enfermos | Total | Tasa de | Diferencias
n n n ataque % n n n ataque % de tasas p
Ravioli con queso 15 2 17 88,2 2 5 7 28,6 59,6 0,009
Jamon con verduras 15 3 18 83,3 2 4 6 33,3 50,0 0,038
Helado 12 2 14 85,7 5 5 10 50,0 35,7 > 0,05

para estimar la contribucién independiente de cada uno
de ellos a la enfermedad. Tras este analisis, el nivel de
significacion estadistica se conservé inicamente en el caso
de los ravioli con salsa de queso (OR para ravioli con salsa
de queso = 11,8; IC del 95% 1,1-121,7; OR para jamén
asado = 4,5; IC del 95% 0,4-53,7) (tabla 2). Este plato se
habia elaborado durante la mafiana del dia 31, a partir
de pasta industrial rellena de carne, y se acomparié de

TABLA 2. Estimacién de riesgo de enfermar segiin el alimento.
Odds ratio (OR) crudos y ajustados mediante regresion logistica

Alimento

| OR cruda | IC del 95% | OR ajustada | IC del 95%

Ravioli con salsa

de queso 18,7 2,06-170,2 11,8 1,1-121,7
Jamén con
verduras 10,0 1,22-81,7 4,5 0,4-53,7
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salsa de queso rallado con leche UHT. Ambos ingredientes
(pasta y salsa) fueron preparados por separado y
mantenidos en bafno maria hasta el momento de ser
servidos.

El establecimiento presenté en el momento de la
inspeccion diversas deficiencias higienicosanitarias y
anomalias en la manipulacién de los alimentos, como la
presencia de alimentos expuestos a temperatura ambiente
y el almacenamiento en camaras frigorificas de alimentos
en diferentes fases de elaboracion sin proteccion para
prevenir contaminaciones cruzadas (contaminacién de un
producto crudo a un producto terminado) o con proteccién
inadecuada (parnios de tela).

La investigaciéon realizada en heces demostré la
presencia de la toxina de C. perfringens en los 4 enfermos
estudiados, pero no en el sujeto expuesto y asintomatico
(titulos de  aglutinacién especifica en los
enfermos = 1/32 con aglutinaciones inespecificas = 1/2).
En todos los casos, el estudio de otros enteropatégenos
aporto resultados negativos.

Discusion

Aunque las toxiinfecciones alimentarias causadas por
C. perfringens pueden aparecer de forma esporadica y
difundirse persona a persona’, generalmente ocurren en
forma de brotes registrados en residencias de ancianos?®,
hospitales''4, clinicas'®'6, reformatorios'”'8, carceles'?,
campos juveniles?’, colegios?!, restaurantes?' y otros
comedores colectivos??. El diagnéstico etioldgico de estos
brotes generalmente se realiza s6lo de manera ocasional y
en especial en aquellas situaciones en las que resulta
afectado un importante nimero de personas. Sin embargo,
estos procesos quiza constituyan una causa muy frecuente
de enfermedad gastrointestinal no filiada
microbiolégicamente. La confirmacién de laboratorio se
lleva a cabo por diferentes procedimientos, como cultivo,
amplificacién del gen de la enterotoxina por PCR! o
deteccion de la toxina en heces mediante
contrainmunoelectroforesis?*?¢, ELISA?4?7 y aglutinacion
pasiva reversa por latex®162831 En el pasado se empleé con
frecuencia el recuento de la bacteria en heces?33.
Tradicionalmente se consider6 que un valor superior a 106
unidades formadoras de colonias (UFC) por gramo de
heces constituia un elemento diagnéstico®-%*. Sin embargo,
el hecho de que en personas sanas sea frecuente la
aparicion de valores elevados de esporas limita el uso del
recuento para el diagnéstico de estos brotes!é34. El
diagnéstico basado meramente en el cultivo de la bacteria
en heces puede enmascarar la verdadera etiologia de
cuadros causados por otros agentes®*?’. Ademaés, no todas
las cepas de C. perfringens son productoras de
enterotoxina. S6lo un 6% de los aislamientos procedentes
de animales sanos posee el gen que codifica esta toxina®*.
La existencia en un mismo brote de cepas clonalmente
relacionadas productoras y no productoras de
enterotoxina sugiere que este gen es un elemento maévil
que puede perderse?.

La deteccién cuantitativa del microorganismo (> 10°
UFC por gramo) en el alimento sospechoso también se ha
postulado como un  procedimiento  utill%33,
Lamentablemente, no siempre se encuentran disponibles
restos de la comida implicada para su estudio
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microbiolégico®®. En caso de que se llegue a cultivar la
bacteria en alimentos es preciso comprobar que se trata
de la misma cepa que la aislada en las heces de los
enfermos. Para ello se ha empleado Ila
serotipificaciéon®33538-40 y e] andlisis plasmidico’®%%4!, Sin
embargo, los reactivos requeridos para la serotipificacion
no se encuentran ampliamente disponibles y muchos
aislamientos no son tipificables por este procedimiento®?.
Por otra parte, el perfil plasmidico presenta la desventaja
de que no todos los aislamientos poseen plasmidos y,
ademads, aun en el caso de que existan, éstos pueden
perderse?!. Recientemente se han introducido otras
técnicas, como la electroforesis en campos pulsantes®?842,
el anédlisis de polimorfismo de longitud de fragmentos
amplificados*? y la ribotipificacién**. No obstante, estas
dltimas técnicas de tipificacién no se encuentran al
alcance de la mayoria de los laboratorios clinicos. Por
estos motivos, la identificacion de la enterotoxina
mediante aglutinacién pasiva reversa por latex constituye
una alternativa muy eficaz para confirmar la aparicién de
estos brotes. Este procedimiento es un método muy
especifico para el diagnéstico de la toxiinfeccion por C.
perfringens'®, se correlaciona bien con la deteccién
mediante PCR del gen de la enterotoxina?, es maés
sensible y reproducible que los analisis de citotoxicidad
celular®! y resulta mas simple que las técnicas de
ELISA?%31, En el presente trabajo, la investigacién
realizada en heces demostro la presencia de la toxina de
C. perfringens en los 4 enfermos estudiados, pero no en el
sujeto expuesto y asintomatico. Estos resultados
concuerdan con los observados por otros autores'®.
Aunque los sujetos expuestos pero asintomaticos pueden
presentar recuentos de C. perfringens en heces similares a
los detectados en los individuos realmente enfermos, sélo
en estos dltimos es posible detectar la enterotoxina en
heces mediante aglutinacién pasiva reversa por latex!®.
En la investigacién de brotes por C. perfringens es
importante el momento de obtencién de las muestras de
heces. En el estudio de este brote, todas las muestras
fueron tomadas tempranamente (tiempo inferior a 2 dias
desde la exposicién). La eliminacion fecal de la toxina es
de corta duracién, siendo maxima entre el primer y
segundo dias y disminuyendo a partir este momento?324,
Los limites de deteccion de la toxina mediante
aglutinacién pasiva reversa por latex se sitian en 2-4 ng
por gramo de muestra®*?! y son comparables a los
aportados por otras técnicas inmunoldégicas como
ELISA?+?7, La concentracion de la toxina en la mayoria
de los enfermos afectados en un brote puede ser del orden
de microgramos por gramo de heces?*?5. La enterotoxina
de C. perfringens es inmunolégicamente muy estable, lo
que permite la conservacion de las muestras durante
periodos prolongados de tiempo hasta su estudio?”.

La tasa global de ataque detectada en este brote (70,8%)
es muy alta, y a pesar de tratarse en la mayoria de los
casos de personas jovenes y sanas (deportistas), es
superior a las observadas en otros estudios
(42-61%)14202245 Kl periodo de incubacién y la
presentacion clinica de los casos aqui descritos concuerdan
con los datos previamente publicados. Estos cuadros se
caracterizan en general por la aparicion de dolor
abdominal, diarrea y nduseas?*%. El periodo de incubacién
y la duracién de la enfermedad son cortos??®. A pesar de
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su levedad, en raras ocasiones se puede producir la
muerte de los afectados, especialmente entre ancianos y
enfermos!®42, Aunque en humanos la enfermedad
causada por C. perfringens suele ser benigna, este
microorganismo origina en animales enfermedades
graves, como enteritis necrosante® y enterotoxemia*"48,
Incluso se ha relacionado con el desarrollo de lesiones
neoplasicas en ratones®.

Los cuadros de toxiinfeccion por C. perfringens se han
asociado generalmente con el consumo de productos ricos
en proteinas de origen animal, como pollo?®®3 pavo!62!
cerdo!1418 o ternera!?!5, Sin embargo, también se han
identificado como fuente de infeccién otros alimentos, como
ensaladas® y legumbres!®®2. Los purés, salsas y otros
alimentos liquidos pueden, asimismo, verse involucrados
favoreciendo la aparicion de contaminaciones
cruzadas'®?22, En el presente estudio, el anélisis
epidemiolégico implicé los ravioli con salsa de queso como el
alimento responsable y la investigacién clinica junto con la
deteccién de la toxina en heces permitieron confirmar que
C. perfringens fue el agente etiolégico del brote. En el
establecimiento se detectaron anomalias en la
manipulaciéon referentes al almacenamiento y
mantenimiento de los alimentos. En muchos de los brotes
causados por esta bacteria también se ha detectado este
tipo de deficiencias®, relacionadas especialmente con una
inadecuada temperatura de conservacién y con el
recalentamiento insuficiente de los platos previamente
preparados, que en ocasiones permiten la apariciéon de
contaminaciones cruzadas!'4?0225253 Para evitarlas se
recomienda el enfriamiento rapido de los alimentos tras su
elaboracién, su conservacién en porciones no demasiado
grandes y el calentamiento apropiado!®14225152 (.
perfringens es un agente bastante resistente a la cloracién
de las aguas®®, sin embargo, su inactivaciéon en alimentos
precocinados se consigue mediante recalentamiento a
70 °C®,

El estudio epidemiolégico de este tipo de brotes y su
confirmacién mediante pruebas de laboratorio puede
clarificar el verdadero papel de C. perfringens como agente
etiolégico de los procesos gastrointestinales y ayudar a
establecer las medidas necesarias para su control.
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