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Summary

Clostridium perfringens is one of the most widespread anaerobic spore forming bacteria found in the
environment. The toxotype A of the species inhabits the gastrointestinal tract of birds and mammals exhibiting
pathogenic properties in the immunocompromised host. The virulence determinants of C. perfringens are toxins
and extracellular enzymes which cause gas gangrene, enteritis necroticans, food poisoning, and non-food borne
gastrointestinal infections in humans. The young animals suffer from enterotoxaemia, dysentery and necrotic
enteritis due to the anaerobic spore forming bacilli. This article reviews the epidemiological significance of
C. perfringens and its disease diagnostics, taking into account all known to date virulence determinants of the

microorganism.
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Clostridium (C.) perfringens wystgpuje powszech-
nie w glebie, $ciekach, paszach i zywnosci, a tokso-
typ A tego gatunku, bedac naturalnym sktadnikiem
mikroflory przewodu pokarmowego organizmow sta-
tocieplnych (ptaki, ssaki), wykazuje warunkowg cho-
robotworczos¢ (24, 27, 51). Enterotoksyczne szczepy
tego gatunku wywoluja rocznie milion zatru¢ pokar-
mowych ludzi w Stanach Zjednoczonych, co stanowi
10% wszystkich zachorowan na tle pokarmowym (7,
14). Lagodny przebieg choroby moze by¢ powodem
niedoszacowania skali zachorowan, co sugerujg m.in.
dane Gtownego Inspektoratu Sanitarnego z lat 2005-
-2015, w ciggu ktorych zarejestrowano w Polsce
jedynie 197 przypadkéw zatru¢ pokarmowych na
tle C. perfringens, wobec kilkudziesigciu tysigcy
przypadkow bakteryjnych zatru¢ i zakazen pokarmo-
wych rejestrowanych kazdego roku w tym okresie
(65). W hodowli zwierzat laseczka zgorzeli gazowe;j
jest najwazniejszym czynnikiem chorobotworczym
wsrod wszystkich beztlenowych laseczek przetrwal-
nikujacych (21, 27). Zachorowalno$¢ waha si¢ od
15% do 50%, a $miertelno$¢ moze sigga¢ 100% (41,
69). Najwigksze straty notowane sg w hodowli trzody
chlewnej, drobiu, bydta, owiec czy psow (15, 23, 26,
30,34,47,67). W przemysle drobiarskim roczne straty
na tle C. perfringens szacuje si¢ na ponad 2 biliony
dolaréw (10). Znaczenie C. perfringens w hodowli

zwierzat wzrosto po wycofaniu antybiotykowych sty-
mulatoréw wzrostu w 2006 r. ograniczajacych liczbg

zachorowan na tle mikroorganizméw oportunistycz-
nych (29, 40).

Wystepowanie

Zrédtem C. perfiringens w $rodowisku jest kat zwie-
rzat, a jego ilos¢ zalezy od regionu geograficznego,
pory roku, gatunku, odcinka przewodu pokarmowe-
go 1 dostepnosci sktadnikéw odzywczych (63, 73).
C. perfringens nie produkuje 13 z 20 podstawowych
aminokwasow, a zapotrzebowanie zaspokaja przez
rozktad tkanek gospodarza z udzialem produkowa-
nych toksyn i enzyméw (1). W gramie tresci jelitowej
zdrowego cztowieka spotyka si¢ 10° C. perfringens, au
0s0b z objawami zatrucia pokarmowego stwierdzano
107 jtk/g (18). Zywnoscig najczesciej zanieczyszczong
jest migso 1 jego przetwory, rzadziej ryby, warzywa,
produkty mleczne, Zywno$¢ suszona czy przyprawy
(4, 59, 70). Obecnos¢ laseczek zgorzeli gazowej
stwierdzano na powierzchni 79% badanych tuszek
drobiowych, w 66% probek surowego migsa wieprzo-
wego oraz w 81% badanych produktéw wieprzowych
(12). Drobnoustrdj byt izolowany takze z krezkowych
weziow chtonnych zwierzat rzeznych, badanych
bezposrednio po uboju poprzedzonym 24- i 48-go-
dzinnym odpoczynkiem, a poziom zanieczyszczenia
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przez C. perfringens
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Tab. 1. Podzial gatunku C. perfringens na typy toksyczne i choroby przez nie wywolywane

sie;ga kilkuset bakte- Toksyna Choroba

.. . T
Il W grame surowca Ylhals el zwierzgta cztowiek

lub produktu zywno- : T —— ,

L 17 44) A + - - - | martwicowe zgpaleme |eI|t._d_rob|L_|, Swin zgorzel gazowa, zatrucie pokarmowe,
SCI0WEgZO ( 5 . enterotoksemia: bydta, koni, jagniat, koz | biegunka poantybiotykowa, zespét nagtej
Drobnoustrdj ten byt zapalenie katnicy u koni $mierci noworodkéw, zakazna biegunka
wielokrotnie izolo- B + + + | = | dyzenteria: jagniat, owiec, cielat, k6z -

wany z pasz, ktore
uwazane s3 za jego | ¢ | +
gtéwne zrédto w ho-
dowli zwierzat (38,
66). Powodem tego | D | +
jeststosowanieniewy- | E | +
starczajacej obrobki

enterotoksemia: owiec, koz, Zrebiat

enterotoksemia: prosiat, cielat, owiec,
jagniat, Zrebiat martwicowe zapalenie
jelit: drdb

enterotoksemia: jagniat, owiec, bydta, koz

enterotoksemia: bydta, cielat, owiec,
jagniat, krélikow

martwicowe zapalenie jelit

zapalenie zotadka i jelit

termicznej w trakcie
procesu produkcyjnego pasz, zbyt

Tab. 2. Czynniki wirulencji produkowane przez C. perfringens

wolne schtadzanie produktow, Toksyna/enzym | Gen kodujacy Lokalizacja Aktywno$é
stosowanie zanieczyszczonych | aifa (@) cpa chromosom cytolityczna, hemolityczna, dermonekrotyczna,
materialdw 1 dodatkdow paszo- fosfolipaza C, sfingomielinaza, letalna
wych czy urzadzen do produkcji | beta (p) cpb plazmid cytolityczna, dermonekrotyczna, tworzy pory
oraz dost¢p Zwierzqt (gryzonie, w btonie komérkowej, letalna
ptaki) bedacych zrédiem i/lub | epsilon (z) etx plazmid nekrotyczna, tworzy pory w bionie komérkowej,
wektorem zanieczyszczenia (2). letalna
Najczesciej stosowane tempera- | iota (v) iap, iph plazmid dermonekrotyczna, rybotransferaza, letalna
tury procesu produkcyjnego, zabi- | enterotoksyna cpe plazmid, cytolityczna, tworzy pory w btonie komérkowej
jajac komorki wegetatywne, sty- chromosom
mulujg jednoczesnie kietkowanie | beta2 (§2) cph2 plazmid cytolityczna, dermonekrotyczna, prawdopodobnie
spor oraz stwarzaja Srodowisko tworzy pory w btonie komérkowej
beztlenowe wewnatrz produk- | delta(3) cpd plazmid hemolityczna, tworzy pory w btonie komérkowej
tu, C? W pKZypadku_ materlalow teta (0) lub pfoA chromosom hemolityczna, cytolizyna zalezna od cholesterolu,
(¢} duzej Obj etoscl niesie ryzyko perfringolizyna 0 tworzy pory w btonie komérkowej
namnazania C. perfri lngens (54). | kappa (k) colA chromosom kolagenaza
W przemySlle zl})/wnoscg)wym lambda (2.) lam plazmid proteaza
1 paszowym liczba spor C. per-

P y , .p. p. Mu (p) nagH chromosom hialuronidaza
fringens jest wskaznikiem zanie- : —
czyszczenia ka%owego, a takze NetB netB plazmid tworzy pory w btonie komérkowej
pokazuje efektywnoéé proceséw NetF netF plazmid tworzy pory w btonie komdrkowej
technologicznych czy zabiegdw | Nete netE plazmid tworzy pory w btonie komdrkowej
dezynfekcyjnych. NetG netG plazmid tworzy pory w btonie komérkowej

patogeneza TpelL tpel plazmid ras-specyficzna monoglukosyliransferaza
i chorobotworczosé BecA, BecB becA/B plazmid aktyno-specyficzna ADP-rybozyltransferaza

C. perfringens nie infekuje Nanl nanl chromosom sialidaza
zdrowych komorek lecz wytwa- | a-clostripain cep chromosom proteaza cysteinowa
rza toksyny i enzymy zewnatrz- | NanJ nanJ chromosom sialidaza

komoérkowe odpowiadajace za
patogeneze (51, 68). Jak dotad opisano 20 toksyn
C. perfringens (tab. 1), co sprawia, ze jest on jednym
z najwigkszych producentow toksyn wsrod znanych
mikroorganizmoéw (18, 57). Toksyny te mozna podzie-
li¢ na cztery kategorie, tj. uszkadzajace bton¢ komor-
kowa, tworzace pory, toksyny wewnatrzkomorkowe
ienzymy hydrolityczne. Synteza poszczegdlnych tok-
syn warunkuje odpowiedni obraz zmian chorobowych
u poszczego6lnych gatunkow, jednak zaden szczep nie
produkuje wszystkich toksyn jednoczesnie (21, 63).
Zakres dzialania toksyn moze by¢ lokalny lub syste-
mowy na komorki oddalone od miejsca zakazenia (19).

W oparciu o zdolnos¢ do produkcji toksyn gtownych
(a, B, €, 1) szczepy C. perfringens zostaty podzielone
na pie¢ toksotypow (tab. 1), od A do E.

Najbardziej rozpowszechniony w $rodowisku
toksotyp A, przyczyna zgorzeli gazowej 1 zatru¢ po-
karmowych ludzi i zwierzat, jest oportunistycznym
saprofitem, a zachorowanie na jego tle poprzedza
dziatanie czynnikow usposabiajacych. Naleza do nich
wysoka kontaminacja zywnosci lub paszy tym drob-
noustrojem, nadmierne namnozenie drobnoustroju
w przewodzie pokarmowym na skutek nagtej zmiany
diety, przekarmienie, dieta wysokobiatkowa (1, 27),
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dieta bogata w polisacharydy nieskrobiowe (31), ni-
ska zawarto$¢ btonnika, nadmierna podaz niektorych
mikroelementow (cynk), inhibicja trypsyny, zanie-
czyszczenie paszy przez toksyczne metabolity ple$ni
(3) czy benzochinony (45), wspotistniejgca kokcydioza
(64), antybiotykoterapia czy immunosupresja na tle
stresu srodowiskowego (transport, przegrzanie) (6, 8,
13, 41, 62). Szczepy pozostalych toksotypow (B-E)
s wigzane zawsze z procesem chorobowym, a ich
obecno$¢ w przewodzie pokarmowym uwazana jest
za zakazenie.

Toksyna a jest produkowana przez niemal wszystkie
szczepy C. perfringens, a jej poziom ekspresy decyduje
o wilasciwosciach letalnych szczepow typu A (21).
Zdolnos¢ lecytynolizy 1 hemolizy niecatkowitej warun-
kuje jej wlasciwosci cytotoksyczne (tab. 2.). Toksyna
[ jest przyczyng zachorowan zwierzat (bydto, owce,
kozy, $winie, konie) i ludzi (19). Toksyna € wywotujgca
zwykle choroby kéz i owiec uznawana jest za trzecia
najniebezpieczniejsza toksyn¢ wytwarzang przez ro-
dzaj Clostridium, po toksynie botulinowe;j i tezcowej,
przez co zostata zaliczona do czynnikow bioterrory-
stycznych kategorii B (18). Toksyna 1 jest przyczyna
zachorowan bydta, owiec, krolikow i pséw (19, 56).
Wsrod toksyn pobocznych C. perfringens najwigksze
znaczenie majg: enterotoksyna, nekrotyczna toksyna
B2 oraz perfringolizyna (27, 36, 48, 68, 73). Ostatnio
opisane toksyny poboczne to NetB, NetF, NetE i NetG,
ktore tworza pory w btonie komorkowej (26, 37, 58).
Toksyna NetB jest uwazana za podstawowy czynmk
wirulencji martwicowego zapalenia jelit kurczat (26,
58), a toksyna NetF petni wazng rol¢ w krwotocznym
zapaleniu jelit i zoladka ps6w oraz martwicowym za-
paleniu jelit zrebiat (20, 25). Ekspresja poszczegolnych
toksyn podlega wptywom genoéw regulatorowych, faz
wzrostu oraz czynnikow srodowiskowych, a synteza
enterotoksyny ma miejsce jedynie w trakcie sporulacji
(1, 73). Powszechng cechg gatunku C. perfringens
jest utrata i nabywanie genéw plazmidowych i nu-
kleoidowych przez transfer koniugacyjny, zaréwno
w trakcie pasazowania in vitro, jak i in vivo, w efekcie
czego populacja zyskata miano panmiktycznej (42,
61). Utrata genow dotyczy najczesciej cpb, cpb2, cpe
1 ma miejsce wraz ze zmiang gospodarza lub niszy
srodowiskowej, co okreslane jest ,,wyjsciem z jelita”.
Moze to by¢ przyczyng rzadkiego izolowania typow
B-E od zwierzat podejrzanych o zachorowanie na tle
C. perfringens czy z takich matryc, jak zywno$¢, pasze
1 gleba. Ponadto, zdolnos¢ koniugacji wérod szczepdw
tego gatunku sprawia, ze patogenne szczepy Srodowi-
skowe przekazuja plazmidy z determinantami zjadli-
wosci szczepom stanowigcym naturalng mikroflore
jelit, przeksztalcajac je w szczepy enteropatogenne (1).

Dochodzenie epidemiologiczne

Gléwnym powodem trudnosci diagnostycznych
w zachorowaniach na tle C. perfringens i niedosza-
cowania rzeczywistej skali zachorowan jest fakt, ze
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dominujacy w populacji toksotyp A, jest komensalem
w jelitach zdrowych osobnikow i stw1erdzeme jego
obecnosci lub produkowanej przez niego toksyny o
w przewodzie pokarmowym ma znikome znaczenie
diagnostyczne. Inna przyczyna, to brak jednej, odpo-
wiednio czutej 1 specyficznej metody diagnostyczne;j
wykrywajacej wszystkie toksyny tego mikroorganizmu
istotne w danym dochodzeniu epidemiologicznym.
Nalezy pamietaé, ze obecnos¢ tego beztlenowca
w tkankach czy narzadach (watroba, §ledziona) pobra-
nych po$miertnie od zdrowych klinicznie zwierzat nie
jest dowodem zakazenia organizmu, lecz wynikiem
jego lawinowego namnazania w przewodzie pokarmo-
wym przy spadajacym potencjale oksydoredukcyjnym
1 migracji drogg plyndéw ustrojowych (55). Ponadto,
zjawisko po$miertnej dominacji bakterii z rodzaju
Clostridium utrudnia izolacj¢ innych patogenow
z przewodu pokarmowego, co zwykle dyskwalifikuje
tego rodzaju probki w diagnostyce laboratoryjne;.
Potwierdzenie zachorowania na tle C. perfringens
obejmuje stwierdzenie objawow klinicznych tokso-
infekcji pokarmowej, zanieczyszczenie podejrzewa-
nej zywnosci przez C. perfringens w ilo$ci powyzej
10° jtk/g, obecnos¢ tego drobnoustroju w $wiezo po-
branym kale pacjenta w ilosci powyzej 10° jtk/g oraz
wysokie podobienstwo filogenetyczne tych izolatow
(66).

Metody wykrywania

Do wykrywania laseczki zgorzeli gazowej stoso-
wana jest najczesciej klasyczna metoda hodowlana
prowadzona w anaerobiozie, a izolaty sg oceniane
pod katem cech typowych dla gatunku. C. perfringens
wytwarza owalne przetrwalniki niezwykle rzadko ob-
serwowane in vitro (63), ktore ulegaja inaktywacji po
2-3 minutach w temperaturze 100°C, cho¢ niektore
znich przezywaja dzialanie tej temperatury nawet przez
5 godz. (43, 52). W $rodowisku spory moga przetrwac
przez kilka lat, a najwyzsza termooporno$¢ cechuje
spory szczepdw epidemicznych (62). Mikroorganizm
ten namnaza si¢ w szerokim zakresie temperatur, od
20 do 50°C (14), cechuje go krotki czas generacji
(8-10 min), relatywnie wysoka tolerancja na tlen (35),
a optymalne pH wzrostu i produkcji toksyn wynosi
od 6,5 do 7,5 (1). Metoda zalecang przez AOAC
Official Methods of Analysis (53) do wykrywania
1 oznaczania liczby C. perfringens w zywnosci jest
metoda zalewowa w podtozu TSC (Tryptose-Sulfite-
Cycloserine agar), prowadzona beztlenowo w 35°C.
Typowe kolonie na TSC z zoéltkiem jaja sg czarne
z 2-4 mm nieprzezroczysta strefa powstata w wyniku
lecytynolizy. PrzynaleZnoéé do gatunku C. perfringens
potwierdza si¢ badaniem mikroskopowym po barwie-
niu preparatu metoda Grama oraz sprawdzeniem na
pozywece laktozowo-zelatynowej zdolnosci szczepu do
produkcji gazu, fermentacji laktozy (zmiana barwy po-
zywki z czerwonej na z6ttg), zdolnos$ci ruchu i reduk-
cji azotanow. Nieruchliwe, Gram-dodatnie laseczki,
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rosngce na pozywce TSC
w postaci czarnych kolo-
nii, redukujace azotany,
fermentujace laktoze do
kwasu 1 gazu uznawa-
ne sg za C. perfringens.
W bulionie Wrzoska
drobnoustréj ten powo-
duje jednolite zmetnienie
pozywki z jasnoszarym
osadem na dnie probow-
ki. Cecha typowa jest
burzliwa fermentacja
glukozy z obfitg produk-
cja gazu widocznego
jako piana na powierzch-
ni bulionu oraz groma-
dzacego si¢ w probowce
Durhama (ryc. 1). Na
podtozu z krwig barania
kolonie sa najczesciej
okragle, kuliscie wypukle, jasnor6zowe, o rownych
brzegach, wytwarzajace podwdjna strefe hemolizy
(waska strefa hemolizy catkowitej i potozona obwodo-
wo szeroka strefa hemolizy niecatkowitej) (ryc. 2). Na
podtozu Willis-Hobbs typowe szczepy C. perfringens
rosng w formie cytrynowozottych kolonii, wytwarza-
jac dookota opalizujaca strefe lecytynohzy (reakcja
Naglera) (ryc. 3). Ksztalt kolonii i szeroko$¢ strefy
lecytynolizy wokoét kolonii jest zmienny.

Ryc. 1. a—24-godzinna hodow-
la C. perfringens w bulionie
Wrzoska, b — bulion Wrzoska
przed posiewem

Rye. 2. C. perfringens na podlozu Muller-Hinton: a — hemoliza
calkowita, b — hemoliza niecalkowita

Ryec. 3. Szczepy C. perfringens: a —lecytynazo-dodatni, b — lecytynazo-ujemny
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W chwili obecnej wynik badania uzyskany metoda
hodowlang jest zwykle weryfikowany testem PCR (21,
63). Identyfikacj¢ potwierdza wykrycie fragmentow
DNA umkatowych dla C. perfringens, jak 16S TRNA
czy genoéw kodujacych toksyny gltéwne i poboczne
(7, 11). Detekcja genu kodujacego enterotoksyne
okresla potencjalng zdolnos¢ izolatu do produkeji en-
terotoksyny i wywotania zatrucia pokarmowego (28).
Metody oparte na technice PCR w odmianie multiplex
wykrywaja jednoczesnie kilka genow (5), informujac
o przynaleznosci gatunkowej, typie 1 podtypie tok-
sycznym. Coraz cze$ciej stosowana jest identyfikacja
drobnoustroju w oparciu o profil biatkowy technika
MALDI-TOF (7).

Poza detekcja specyficznych kwasdéw nukleinowych,
wykrywane moga by¢ takze toksyny C. perfringens,
majace budowe biatek. Stuzg temu testy ELISA wy-
krywajace np. enterotoksyne w przypadku zatrucia
pokarmowego (71), aglutynacji lateksowej (49) czy
odwroconej biernej aglutynacji lateksowej (32).

Okreslenie enterotoksycznos$ci izolatow z katu lub
zywnosci wymaga indukowania sporulacji szczepu
w specjalnych podtozach stymulujacych przetrwal-
nikowanie 1 produkcje toksyn jak bulion Ellnera,
podtoza AEA czy Dunkan & Strong (16, 33, 39). Do
Wykrywama toksyny € stosowane sg przec1w01aia
mono- i poliklonalne, testy immunoenzymatyczne,
test aglutynacji lateksowej i technika chromatografii
cieczowej (18).

W dochodzeniu epidemiologicznym zachorowan na
tle C. perfringens stosowane sg zarowno metody feno-
typowe, jak 1 genotypowe. Fenotypowanie obejmuje
detekcje toksyn produkowanych przez C. perfringens
poprzez ich neutralizacje odpowiednimi surowicami
czy oceng opornosci izolatdw na substancje przeciw-
bakteryjne (26, 63, 73). Duza zmienno$¢ w produkcji
toksyn in vitro w obrgbie tego gatunku sprawia, ze
fenotypowanie oparte na cechach serologicznych jest
wysoce problematyczne, stad kluczowa role petnia
obecnie metody genotypowe, niezalezne od ekspresji
gendw 1 majgce znaczgco wyzszg moc réznicowania.
UmoZliwiajq one identyfikacje izolatu (gatunek, typ
i podtyp toksyczny) aprzez okreslenie pokrewienstwa
z innymi izolatami — wskazanie zrodta zakazenia, drog
szerzenia si¢ choroby i stopnia jej rozprzestrzenienia,
co ulatwia nie tylko diagnostyke i terapig, ale takze
profilaktyke zachorowan w przyszlosci. Stosowane
s tu zarowno metody typu non-se-
quence-based, jak i sequence-based
(22). Typowanie non-sequence-based
prowadzono jak dotad metoda poli-
morfizmu genomowego DNA przy
uzyciu elektroforezy w zmiennym
polu elektrycznym (PFGE) (26, 38),
polimorfizmu dlugosci fragmentow
restrykcyjnych (PCR-RFLP) (72),
metody multiple-locus variable-num-
ber tandem repeat analysis (MLVA)
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Ryc. 4. Elektroforogram produktéw PCR referencyjnych szczepow
C. perfringens. Sciezki: M — wzorzec masy molekularnej; 1-3 — C. per-
fringens typu A (2 — podtyp enterotoksyczny, 3 — podtyp B2); 4 — C. per-
fringens typu B; 5 — C. perfringens typu C; 6 — C. perfringens typu D;
7 — C. perfringens typu E; 8 — kontrola ujemna reagentow

(9, 10) polegajacej na analizie zmian zachodzacych
w sekwencji powtorzen nukleotydowych, polimor-
fizmu pojedynczego nukleotydu (SNPs) (46) oraz
technika mikromacierzy (10). Typowanie oparte na
sekwencji genomu C. perfringens prowadzono metoda
multilocus sequence typing (MLST) (50), multispacer
sequence typing (MST) i technikg sekwencjonowania
catego genomu (WGS) (22, 51).

Krotki czas generacji, zdolno$¢ produkcji wielu
toksyn i termoopornych spor, lokalizacja wielu genéw
wirulencji na ruchomych elementach genetycznych,
a przede wszystkim powszechne wystepowanie w $ro-
dowisku sprawiaja, ze C. perfringens to drobnoustrdj
bardzo istotny z punktu widzenia ochrony zdrowia
publicznego. Jest czynnikiem etiologicznym wielu
jednostek chorobowych ludzi i zwierzat o charakte-
rze zardwno histotoksemii, jak i infekcji jelitowych,
ktorych przebieg zalezy od zestawu produkowanych
toksyn przez dany szczep. O ile diagnostyka zatrué¢
pokarmowych ludzi zwykle nie sprawia trudnosci, to
diagnostyka zachorowan zwierzat jest wysoce proble-
matyczna zaréwno dla lekarzy weterynarii, jak i labo-
ratoriéw diagnostycznych. Najwigkszym wyzwaniem
pozostaje nadal warunkowo chorobotworczy C. per-
fringens typu A i chociaz w ostatniej dekadzie opisano
sze$¢ kolejnych czynnikéw zjadliwosci w obrebie
tego gatunku (NetB, BEC, TpeL, NetE, NetF, NetG),
to mechanizm uruchomienia zjadliwosci szczepodw
oportunistycznych pozostaje wcigz niewyjasniony.
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