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Resumen

Clostridium perfringens es una bacteria patégena de interés alimentario,
debido principalmente a su capacidad para generar esporas de gran resistencia
a condiciones extremas. Se encuentra presente en diversidad de ambientes,
transmitiéndose principalmente a través de la via fecal-oral tras el consumo de
productos carnicos contaminados, entre otros. Los tipos C y F de C. perfringens
producen toxinas formadoras de poros en las membranas enterocitos que
provocan desde cuadros sintométicos leves de diarreas acuosas, hasta
cuadros muy graves de enteritis necrosante. Para la prevencion de su
transmision, es fundamental el mantenimiento de practicas de higiene correctas
gue eviten la entrada de las esporas y el crecimiento de las células vegetativas

antes de su consumo.

Palabras clave: C. perfringens; esporas; toxiinfeccion alimentaria; toxina.

Abstract

Clostridium perfringens is a pathogenic bacterium of food interest, mainly due
to its ability to generate highly resistant spores to extreme conditions. It is
present in a variety of environments, being transmitted mainly through fecal-oral
route after the consumption of contaminated meat products, among others. C.
perfringens type C and F produce pore-forming toxins that affect enterocyte
membrane, causing from mild syndromes such as aqueous diarrhea to the
severe necrotizing enteritis disease. To prevent its transmission, it is essential
to maintain correct hygiene practices that prevent the entry of spores and the

growth of vegetative cells before consumption.

Keywords: C. perfringens; spores; food-poisoning; toxin.
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1. Introduccion

Clostridium perfringens (C. perfringens) es un patégeno esporulado que se
encuentra presente de forma ubicua en el medio ambiente y en el tracto
gastrointestinal de humanos y animales. Este microorganismo es responsable
de enfermedades de transmisidén alimentaria (ETA), tales como gastroenteritis
de caracter leve a grave y enteritis necrosante (Grenda et al., 2023; Uzal et al.,
2018).

Los Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades estiman que
esta bacteria es la responsable, cada afio, de casi un millén de ETAs (Centers
for Disease Control and Prevention, 2023), aunque suele estar infravalorada.
Muestra de ello es que en el afio 2020 sélo se reportaron 682 casos de
personas infectadas en paises miembros de la Unién Europea (“The European
Union One Health 2020 Zoonoses Report”, 2021).

Todo ello, sumado a la elevada resistencia que presentan sus esporas y la
facilidad de acceso a los alimentos, hace que C. perfringens sea en la
actualidad un patégeno relevante en la transmision de enfermedades de origen

alimentario (Alanazi et al., 2018).

2. Objetivos

El objetivo de este trabajo es realizar de una revision sobre las
toxiinfecciones alimentarias causadas por C. perfringens. Para ello, se
describiran las caracteristicas del microorganismo, las diferentes fuentes de
acceso a los alimentos y su supervivencia en los mismos. Seguidamente se
tratara la enfermedad que produce en los consumidores, los métodos de
analisis y para finalizar se estableceran las principales medidas de prevencién

para evitar su transmision.
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3. Material y métodos

La busqueda de informacion para esta revision bibliografica se ha realizado
a través de bases de datos como Web of Science, PubMed, Science Direct y
SpringerLink y, a su vez, en las referencias mencionadas en los articulos
consultados. También cabe destacar el acceso a paginas oficiales de revistas
cientificas de los organismos gubernamentales de referencia en el sector. Los

términos clave buscados fueron “Clostridium perfringens”, “toxin”, “spore”, “food

poisoning”.

La seleccién de los articulos se centr6 en aquellos publicadas en los ultimos
5 afos. Los estudios potencialmente relevantes fueron descargados tras
revisar los titulos y resimenes. Para gestionar las referencias por orden

alfabético se empleé Mendeley.

4. Clostridium perfringens

C. perfringens es una bacteria de la familia Clostridiaceae (Tabla 1),
grampositiva y anaerobia, aunque hay autores que sugieren que se pueda
considerar microaerofila, puesto que en condiciones muy concretas es capaz
de resistir ambientes con presencia de una pequefia cantidad de oxigeno (Kiu
& Hall, 2018; Mehdizadeh Gohari et al., 2021).

Tabla 1. Clasificacion taxonémica de C. perfringens.

Taxonomia
Dominio Bacteria
Division Firmicutes
Clase Clostridia
Orden Clostridiales
Familia Clostridiaceae
Género Clostridium
Especie Clostridium perfringens

Es un bacilo de aspecto recto o ligeramente curvado de unos 1,3-19 ym de
largo y 0,6-2,4 ym de ancho, formando aislados o cadenas cortas. Es inmovil,
capsulado y forma esporas ovales subterminales (Figura 1) que rara vez son
visibles in vitro (Khiav & Zahmatkesh, 2021).
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Figura 1. C. perfringens observados al microscopio de contraste de fases. Las formas

ovaladas brillantes dentro de la bacteria son esporas (Wilson & Wilson, 2021).

Las principales caracteristicas bioquimicas de C. perfringens se recogen en
la Tabla 2 (Fathima et al., 2022).

Tabla 2. Caracteristicas bioquimicas de C. perfringens.

Caracteristica Bioquimica Resultado
Agar sangre de cordero (SBA) Doble zona de B-hemolisis
Agar TSC Colonias de color negro
Sulfuro de hidrégeno Positivo
Reduccion de nitrato Reduccion de nitrato a nitrito
Actividad de lecitinasa Positivo
Hidrdlisis de gelatina Positivo

Produccién de acido y gas por fermentacion

Fermentacion de carbohidratos
de glucosa, maltosa, sacarosa y lactosa

Prueba de indol Negativo
Prueba de rojo de metilo Positivo
Voges-Proskauer Negativo

La actividad de lecitinasa es un rasgo caracteristico de C. perfringens. Esta
enzima hidroliza la lecitina, un componente de los tejidos del huésped,
permitiendo a la bacteria obtener nutrientes adicionales. Cuando se crece en
medio de cultivo con yema de huevo, se puede observar la aparicion de un

precipitado opaco, debido a la accion de esta enzima (Issimov et al., 2022).

Otras caracteristicas importantes son: la hemdlisis completa de los glébulos
rojos, conocida como B-hemdlisis en agar sangre de cordero; y la produccién
de sulfuro de hidrogeno (H2S) a partir del tiosulfato en agar Triptona Sulfito
Cicloserina (TSC), que reacciona con la sal férrica y origina colonias negras
(Bendary et al., 2022).
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También puede hidrolizar la gelatina, mediante la produccion de gelatinasa y
en cuanto a la fermentacién de carbohidratos, es capaz de fermentar, entre
otros, la glucosa, lactosa, sacarosa y maltosa, produciendo acidos organicos
como productos finales (Fathima et al., 2022).

Ademas, C. perfringens es capaz de producir toxinas proteicas, muchas de
las cuales son extracelulares. Hay mas de 20 toxinas identificadas y se
consideran los principales factores de virulencia durante el curso de la
enfermedad (Geier et al., 2021; Grenda et al., 2023). La clasificacion actual de
C. perfringens se basa en su capacidad para producir una combinacién de
cuatro toxinas de tipificacion (toxina a, toxina 3, toxina € y toxina 1), junto con
otras toxinas (Mehdizadeh Gohari et al.,, 2021). De acuerdo con ello, se
reconocen 7 toxinotipos de C. perfringens, desde A hasta G (Tabla 3) (Rood et
al., 2018).

Tabla 3. Tipificacién de C. perfringens basado en las toxinas.

Toxinotipo Toxinaa Toxinaf Toxinag Toxinal CPE NetB
(Genes) (plc o cpa) (cpb) (etx) (lap y ibp) (cpe) (netB)

A + - - - - -

B + + + - - -

C + + - - + -

D + - + - * -

E + - - + * -

F + - - - + -

G + - - - - +

+, produce la toxina; -, no produce la toxina; *, la toxina puede o no ser producida. CPE, del
inglés Clostridium perfringens enterotoxin. NetB, del inglés necrotic enteritis B-like toxin.

La importancia de las toxinas para la patogenicidad de C. perfringens es
evidente, ya que existe una asociacion entre los tipos especificos de toxinas (o
toxinotipos) y las diferentes enfermedades que pueden causar (Tabla 4)
(Mehdizadeh Gohari et al., 2021).
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Tabla 4. Enfermedades producidas por C. perfringens.

Toxinotipo Enfermedades y especies afectadas
Gangrena gaseosa en humanos y varios animales; posible implicacion
A en enterotoxemia y en enfermedades gastrointestinales de rumiantes,

caballos y cerdos; gastroenteritis hemorragica en perros y caballos.
Disenteria en corderos.
Enteritis hemorragica y necrosante de recién nacidos y animales;
enteritis necrética en humanos.

Enterotoxemia en ovinos, caprinos y bovinos; enterocolitis en cabras.
Posible implicacion en gastroenteritis de bovinos y conejos.
Toxiinfeccion alimentaria humana, diarrea asociada a antibiéticos y
diarrea esporadica.

Enteritis necrética de las aves de corral.

@ T MU O W

Aquellas que afectan a los humanos son C. perfringens tipo A, C y F, siendo
las dos dltimas de origen alimentario y, por lo tanto, sobre las que nos

centraremos en este estudio (Grenda et al., 2023; Zaragoza et al., 2019).

Como hemos comentado anteriormente, C. perfringens es una bacteria
esporulada. Su ciclo de vida se muestra en la Figura 2 (Shen et al., 2019).
Cuando las condiciones ambientales son desfavorables, como ocurre cuando
hay baja disponibilidad de nutrientes, la célula vegetativa inicia el proceso de
esporulaciéon, que acaba con la lisis del esporangio y la liberacién de la espora.
Las esporas de C. perfringens son estructuras resistentes que pueden
sobrevivir en el medio ambiente a condiciones adversas, incluidas las altas
temperaturas. Ademas, son metabdlicamente inertes y, por tanto, no producen
toxinas. Cuando las condiciones ambientales son favorables, las esporas
germinan y se convierten en células vegetativas activas que si producen

toxinas (Liggins et al., 2023).
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Figura 2. Ciclo de vida C. perfringens. (A) Esporulacion; (B) Germinacién.

5. Fuente de acceso alos alimentos y condiciones de

supervivencia

C. perfringens se encuentra en diversos ambientes como el suelo, la
vegetacion en descomposicion, el aire, las aguas residuales y las heces.
También forma parte de la microbiota del tracto gastrointestinal de humanos y

animales (Forti et al., 2020).

La principal fuente de acceso de C. perfringens a los alimentos es a través
de la contaminacion con materiales fecales o del medio ambiente, durante la
manipulacion y preparacion de los mismos. También, durante la fase de
evisceracion en el matadero puede producirse la contaminacion de la carne con

el contenido intestinal del animal (Fayez et al., 2021).

C. perfringens es un microorganismo exigente desde el punto de vista
nutricional, requiriendo mas de 12 amino&cidos y vitaminas diferentes para su
crecimiento. La temperatura de crecimiento oscila entre 15°C y 55°C (siendo
de 43°C a 45°C su rango ideal), con la excepcion de algunas cepas que
pueden crecer a 6°C. Cabe destacar la tasa de crecimiento tan rapida que
posee, con un tiempo de generacidbn que puede ser de 8 minutos a su
temperatura éptima. El rango de pH para el crecimiento es de 5 a 9, prefiriendo
pH cercanos a la neutralidad y la actividad de agua (aw) proxima a la unidad
(Chen et al., 2020; Fathima et al., 2022; Soni et al., 2022).

10
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Todo ello, unido a que requiere condiciones anaergbicas para crecer, hace
de los alimentos con alto contenido proteico que han sido cocinados, los mas
adecuados para su transmisién. De hecho, alrededor del 40% de los brotes de
C. perfringens se deben al consumo de carnes cocinadas de origen vacuno y
porcino, junto con las aves de corral como pollo y pavo. Otros alimentos
comunes son las sopas y guisos, productos lacteos y pescados cocidos, entre
otros (Bhunia, 2018; Warmate & Onarinde, 2023).

Ademas, los brotes son mas frecuentes cuando estos alimentos se preparan
comercialmente y son destinados a restaurantes o eventos (catering, buffet,
etc.). Durante la coccion, se destruyen las células vegetativas, pero no las
esporas, que pueden soportar temperaturas de hasta 100°C durante una hora.
Luego, las esporas pueden germinar y originar cé€lulas vegetativas que inician
el crecimiento, debido a las condiciones anaerdbicas generadas en la coccion.
Ademas, si estos alimentos no se enfrian rapidamente y se mantienen a
temperaturas abusivas, la carga bacteriana puede alcanzar valores superiores
a 108 células vegetativas por gramo en poco tiempo (Bendary et al., 2022; de la
Mora et al., 2020).

6. Toxiinfeccidén por C. perfringens

C. perfringens se caracteriza por producir una toxico-infeccién, es decir, la
enfermedad tras el consumo de microorganismos vivos que producen las

toxinas a nivel intestinal.

La dosis infectiva se encuentra en torno a 108 células vegetativas por gramo
de alimento (Cortés-Sanchez, 2018). Tras el consumo, muchas de estas
células mueren cuando se exponen al pH acido del estomago, pero las
supervivientes esporulan en el intestino delgado debido al pH alcalino. Después
de completar el ciclo de esporulacion, la célula madre se lisa, liberando la

espora y las toxinas en la luz intestinal (Bhunia, 2018; Shen et al., 2019).

C. perfringens tipo C y F producen la enterotoxina CPE, que es un polipétido
de 35 KDa, codificado por el gen cpe, localizado en el cromosoma o en un

plasmido (Wang et al., 2021). El mecanismo de patogenicidad consiste en la

11
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formacion de poros en la membrana de las células epiteliales intestinales. La
CPE se une a la proteina claudina en los enterocitos formando un complejo de
unos 90 kDa denominado “complejo pequefio CPE”. Este complejo pequefio
luego se oligomeriza para formar un hexamero preporo de aproximadamente
450 kDa (CH-1). ElI CH-1 se inserta en la membrana para formar un complejo
denominado CH-2 (600 kDa) que forma un poro activo, permitiendo la entrada
de iones de calcio, que activa la oncosis o apoptosis dependiendo de la
cantidad de CPE presente (Shrestha et al.,, 2018). A dosis bajas, hay una
entrada de Ca?* mas limitada, causando la muerte por apoptosis; mientras que,
a dosis altas, permiten una entrada masiva de calcio que da como resultado la
oncosis. Todo ello dispara la inflamacion y la pérdida de fluidos e iones (Na*y
CI) y conduce a la aparicién de la diarrea (Ogbu et al., 2022) (Figura 3).

Formation of small
complex (90 kDa) \

Formation of
~450 kDa S ﬂ
complex (CH-1)

Formatlonaof High dose CpE Low dose CPE

complex ( CH -2)

u Occludm “ l

Oncosis Apoptosis

Ca**influx, tight junction damage, cell
damage, and increased membrane
permeability

Loss of small molecules
Diarrhea

Figura 3. Mecanismo de patogenicidad de la enterotoxina CPE de C. perfringens.
(Bhunia, 2018).

12
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En cuanto al cuadro clinico, tras un periodo de incubacion breve (de 8 a 12
horas), los sintomas son diarrea acuosa, dolor abdominal y nauseas, sin fiebre,
ni vomitos. La enfermedad suele ser leve y autolimitada en individuos sanos y
se resuelven en 24 horas. Sin embargo, los sintomas pueden persistir hasta
dos semanas en personas que presentan algun tipo de inmunodeficiencia, en
nifos y en pacientes de edad avanzada, originando deshidratacion y otras
complicaciones (Abdel-Glil et al., 2021; Tejan et al., 2018; Fayez et al., 2021).

La enteritis necrosante es causada por C. perfringens tipo C, productora de
toxinas CPE y B (CPB), que parecen actuar de forma sinérgica (Forti et al.,
2020). El gen cpb que codifica para la toxina B, se localiza en plasmidos que
pueden también contener genes de otras toxinas adicionales como el cpe. La
CPB también es una toxina formadora de poros oligomerizante de
aproximadamente 35 kDa cuyo mecanismo de patogenicidad se resume en la
Figura 4 (Navarro et al., 2018).

Binding and cpB Pore
oligomer formation . formation

‘—y Nec-1-inhibitable necroptosis

Figura 4. Mecanismo de patogenicidad de la enterotoxina CPB de C. perfringens.

Tras la unién inicial de CPB a su receptor (P2X7), se induce una pérdida de
ATP en los enterocitos a través del canal de liberacion pannexina 1. EI ATP
liberado estimula posteriormente la oligomerizacion y formacion de poros por la
CPB. A través de los poros, se produce la entrada de iones Ca?* y salida de K*,
lo que promueve la fosforilacion de quinasas (MAPK y JNK), que inducen la

inflamacion celular y en altimo término originan necrosis.

13
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intestino delgado, asi como también por septicemia. El dafio comienza en la

mucosa intestinal, pero puede progresar a todas las capas del intestino (Wang,
2020). Los sintomas incluyen diarrea, calambres abdominales, fiebre y necrosis
severa del intestino que puede resultar fatal si no se opera a tiempo. Esta
enfermedad poco frecuente, también conocida como “pigbel” por su asociacion
con la ingestion carne de cerdo contaminada, tiene una tasa de mortalidad del
40%, especialmente en nifios y personas desnutridas. Es comin en zonas
donde prevalece la poca higiene y la desnutricion, aunque también ocurre en

paises desarrollados (Tejan et al., 2018; Wild et al., 2018; Zaragoza et al.,

2019; Zeng et al., 2021).

7. Métodos de analisis

Debido a su alta dosis infectiva, el método de analisis de C. perfringens en

alimentos incluye su enumeracion. Existen varios métodos estandarizados,

como el desarrollado por la Organizacion Internacional para la Estandarizacién

(ISO) ISO 7937:2005 (Figura 5) (Cortés-Sanchez, 2018).

oy

Figura 5. Método 1SO 7937:2005 para la enumeracién de C. perfringens.

14
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El medio de aislamiento es el agar selectivo y diferencial TSC. Este medio
de cultivo contiene componentes especificos que inhiben el crecimiento de
otras bacterias y promueven el de C. perfringens, como puede ser la
incubacion en atmosfera anaerobia y la presencia de cicloserina. Si se obtienen
colonias negras, debido a la produccion de sulfuro de hidrogeno, se sospecha
de C. perfringens (Figura 6).
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Figura 6. Crecimiento de presuntas colonias de C. perfringens en agar TSC.

Con estas colonias negras, deben realizarse las pruebas de confirmacién
correspondientes, como es la siembra en medio lactosa-sulfito (LS) (Figura 7)
o en medio movilidad nitrato y lactosa con gelatina. También se puede realizar
la confirmacién mediante ensayos inmunoldgicos como el ELISA (ensayo por
inmunoadsorcion ligado a enzimas) o por reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) (Abdelrahim et al., 2019; Achakzai et al., 2020).

Figura 7. Crecimiento de C. perfringens en caldo LS. (A), produccién de sulfhidrico y

fermentacion de lactosa con produccién de gas; (B), control negativo.

15
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8. Medidas de prevenciéon y control

El mayor problema que presenta C. perfringens son sus esporas
extremadamente resistentes a temperaturas y presiones extremas, a radiacion
e incluso a digestion enzimética y oxidantes, por lo que pueden sobrevivir
durante largos periodos de tiempo y servir como reservorio ambiental (Venhorst
et al., 2022).

Entre las medidas que se pueden adoptar para prevenir la contaminacion por
C. perfringens en los alimentos, destacan las buenas practicas higiénicas
durante las manipulaciones de despiece en los mataderos, para evitar el
contacto con materia de origen fecal de los propios animales de abasto y del

entorno de trabajo (Maikanov et al., 2019).

Durante la coccion de los productos carnicos, es importante controlar la
temperatura, de manera que se alcancen los 75°C en el interior del alimento

para garantizar asi la inactivacion las células vegetativas (Bendary et al., 2022).

Tras la coccion, se debe refrigerar rapidamente el alimento, para evitar la
germinaciéon de las esporas y el crecimiento explosivo de las células
vegetativas. Si se trata de pequefas cantidades de alimento, se puede colocar
en caliente directamente en el refrigerador, pero si los cortes de carne son
grandes o se manejan grandes volimenes de sopas y guisos, deben dividirse
en pequefias cantidades para garantizar que alcancen rapidamente la

temperatura de refrigeracion (Grenda et al., 2023; Shen et al., 2019).

9. Conclusiones

1. C. perfringens es una bacteria anaerobia, generadora de esporas y
productora de numerosas toxinas extracelulares, en base a las cuales se
clasifica en siete tipos (A a G). De ellos, los tipos C y F producen toxico-

infecciones y, por tanto, son de interés alimentario.

2. C. perfringens se encuentra en diversidad de ambientes, desde el suelo
hasta el tracto intestinal humano y de animales; y desde alli accede a los

alimentos durante las diferentes etapas de produccién. La bacteria

16
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encuentra las condiciones ideales para su crecimiento en productos
carnicos cocinados, debido a su alto contenido en proteinas y al ambiente
anaerobio generado tras la coccion, alcanzando en pocas horas valores

superiores a 106 células vegetativas por gramo.

3. Durante la germinacion de las células vegetativas en el intestino, se liberan
las toxinas que tienen la capacidad de formar poros en la membrana de los
enterocitos. La toxina CPE, producida por los tipos C y F, ocasiona
diarreas, mas o menos graves en funcion del hospedador; mientras que la
toxina B, producida por el tipo C, pueden acabar originando enteritis

necrosante, una enfermedad poco frecuente y muy grave.

4. Los métodos de analisis para la identificacion de C. perfringens se basan
en el recuento en el medio de aislamiento selectivo TSC y la realizacion de

pruebas confirmatorias posteriores sobre las colonias sospechosas.

5. Las medidas de prevencidon se basan en garantizar una higiene adecuada
durante la preparacion y manipulacion de los alimentos. En especial, evitar
la entrada de las esporas, asegurar que se alcanzan los 75°C en todo el
alimento durante la coccién, y lograr una répida refrigeracion tras el
calentamiento, evitando asi la germinacion de las esporas y la proliferacion

de las células vegetativas.
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