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Clostridium perfringens as the etiological agent of antibiotic associated diarrhoea

Abstract: Clostridium perfringens strains are classified into one of five types (A-E) based on their ability to produce four major toxins:
o, B, &, 1. C. perfringens strains belonging to biotype A may cause gas gangrene and different gastrointestinal infections such as antibiotic-
associated diarrhoea (AAD), sporadic diarrhoea (SD), necrotizing enterocolitis and food poisoning. The major role in the pathogenesis
of C.perfringens diarrhoea plays the enterotoxin (CPE). Presented review describes structure, mechanism of action and molecular
background of C. perfringens enterotoxin (CPE). Mechanism of C. perfringens type A sporulation and its importance in causing case
of diarrhoea is described. In addition literature reports of cases of AAD and sporadic diarrhoea, risk groups and available diagnostic
methods are discussed. Special attention is paid to new virulence factors produced by C. perfringens such as beta2 toxin (p2), isolated
from AAD cases, and its possible influence on clinical picture of the disease.

1. Introduction. 2. Clostridium perfringens enterotoxin (CPE). 2.1. Structure of enterotoxin. 2.2. Molecular background of toxicity of
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1. Wstep

Clostridium perfringens (dawniej Bacillus aeroge-
nes capsulatus) jest Gram-dodatnig, $cisle beztlenowa,
przetrwalnikujaca laseczka opisang po raz pierwszy
w 1892 roku. Od tego czasu drobnoustrdj ten zaczeto
postrzegac jako wazny patogen wywolujacy wiele scho-
rzen u ludzi i zwierzat [71, 91]. C. perfringens wyste-
puje powszechnie w glebie i $ciekach oraz w przewodzie
pokarmowym ludzi i zwierzat [41, 56, 57, 60, 63, 71, 72].
Wirdd zdrowych osob odsetek nosicieli szczepow C. per-
fringens wynosi od 6 do 31% [72]. Szczegdlnie nosiciel-
stwo obserwuje si¢ u 0s6b w podesztym wieku [5, 7,
12, 17, 30, 36], a takze u pracownikéw zatrudnionych
przy produkgji i dystrybucji zywnosci [12, 26], ktorzy
tez moga stanowi¢ wazny jego rezerwuar [41]. Zdolno$¢
C. perfringens do przezywania w réznych srodowiskach
zwigzana jest z wytwarzaniem bakteriocyn oraz licznych
enzymow takich jak: dysmutaza nadtlenkowa, reduktaza
siarczkowa, peroksydaza, a takze deiminaza argininowa,
ktéra odgrywa istotng role w adaptacji do kwasnego

$rodowiska przewodu pokarmowego, przeksztalcajac
arginine do amoniaku [56].

Szczepy nalezace do gatunku C. perfringens podzie-
lono na 5 toksynotypow/biotypow (A-E) na podstawie
zroznicowanych zdolnosci do wytwarzania czterech
toksyn takich jak: toksyna alfa (a), beta (), epsilon (¢)
ijota (1) [16, 24, 41, 51, 52, 56, 60]. Kazdy z toksynoty-
pow jest zwigzany z inng jednostka chorobowa u ludzi
lub u zwierzat [63, 69, 71, 74, 75, 91].

Szczepy nalezace do gatunku C. perfringens typu A
wytwarzajg duze ilo$ci toksyny alfa (a), a takze toksyne
theta (0) czyli perfringolizyne O (PFO). Niektoére z nich
moga wytwarza¢ réwniez enterotoksyne (CPE) oraz
toksyne beta2 (B2, CBP2) [16, 26, 71]. Szczepy C. per-
fringens nalezace do toksynotypu A, ktére wytwarzaja
toksyne a, a takze perfringolizyne O oraz szereg enzy-
mow proteolitycznych, wywotuja u ludzi zgorzel gazowa

(60, 63, 71, 75]. Szczepy, ktore dodatkowo posiadajg
zdolnos¢ wytwarzania enterotoksyny (CPE) powoduja
zatrucia pokarmowe, biegunke poantybiotykowa (anti-
biotic associated diarrhoea — AAD) oraz tzw. biegunki
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sporadyczne (sporadic diarrhoea — SD) [6, 7, 12, 16,
18, 19, 24, 26, 51, 52, 63, 71]. Do innych patogenow
zwigzanych z przypadkami AAD lub SD nalezg Clostri-
dium difficile (10-25% przypadkoéw), Klebsiella oxytoca,
enterotoksynotworcze szczepy Staphylococcus aureus
i grzyby drozdzopodobne z rodzaju Candida [1, 2, 4,
20, 21, 23, 28, 66, 73].

W pismiennictwie opisano pojedyncze przypadki
martwiczego zapalenia jelit o etiologii C. perfringens typ A
- czesto $miertelnego schorzenia, zazwyczaj powodowa-
nego przez szczepy nalezace do toksynotypu C C. per-
fringens, ktore wytwarzajg beta-toksyne [18, 72, 74].

Ocenia sie, ze tylko 5 do 6% izolatéw C. perfrin-
gens, gléwnie typu A, wytwarza enterotoksyne (CPE+).
Zatrucie pokarmowe wywolywane przez szczepy CPE+
jest jednym z najczesciej wystepujacych schorzen zwig-
zanych z konsumpcjg zywnosci. Objawy ostrej biegunki
i bole brzucha wystepuja zwykle po 8 do 24 godzin od
spozycia skazonych produktéw [6, 60]. Do grupy pod-
wyzszonego ryzyka nalezg osoby starsze oraz chorzy
z obnizong odpornoscia. Ocenia sig, ze z powodu tego
schorzenia umiera rocznie okoto 7 0séb w USA i okoto
50-100 w Wielkiej Brytanii, gdzie notuje si¢ 85 000 przy-
padkow zatrué¢ pokarmowych kazdego roku [42, 43, 74,
83]. W USA drobnoustrdj ten znajduje si¢ na 3 miejscu
jako czynnik powodujacy zatrucia pokarmowe i szacuje
sie, ze rocznie okolo 250 000 przypadkdw zatru¢ pokar-
mowych powoduja szczepy C. perfringens typu A [9, 14,
41-43, 46, 47, 52, 74-76, 83]. Zrodlem zakazen w 90%
przypadkow jest wotowina, drob oraz przetwory migsne
[46, 63, 68, 74, 75, 83, 89]. W zwigzku z zaprzestaniem
stosowania antybiotykéw w hodowli drobiu w Europie,
notuje si¢ u tych zwierzat wigksza liczbe przypadkow
martwiczego zapalenia jelit o etiologii C. perfringens
typu A. Wystapieniu choroby sprzyja nieodpowiednia
dieta. Drobnoustrdj izoluje si¢ ze $rodowiska fermy
i z okoto 80% probek pobranych z przewodu pokar-
mowego kurczat. Szczepy C. perfringens typu A mozna
izolowa¢ z woreczka zdtciowego i watroby ptakow [89],
co stanowi podwyzszone ryzyko transmisji tych pato-
gendw na czlowieka po spozyciu skazonej zywnosci [75,
83, 88]. Szczegodlnie dotyczy to produktéw ogrzewanych,
schtadzanych powoli i nastepnie mrozonych i potem
nieodpowiednio podgrzanych [63, 83, 88]. W USA
wyizolowano szczepy CPE+ z okoto 1,4% prébek pro-
duktoéw spozywezych (kurczaki, wieprzowina) oraz z 6%
probek katu pobranych od pracownikéw zajmujgcych
sie technologia zywnosci [12, 26, 41, 74, 84]. Enterotok-
synotworcze szczepy C. perfringens typu A izolowano
z innych Zrédet takich jak probki pochodzace od: bydta
(22%), koni (14%), psow (2%), malzy (12%) czy probki
wody (10%) [75]. Przypadki zatru¢ pokarmowych
o etiologii C. perfringens opisano juz 70 lat temu, nato-
miast przypadki biegunek poantybiotykowych o etiolo-
gii C. perfringens CPE+ opisano dopiero w 1984 roku [4,

6, 63]. Obecnie uwaza sie, ze szczepy CPE+ odpowiadaja
za okoto 5-20% przypadkéw biegunki poantybiotyko-
wej [9, 14, 42, 52, 69, 76].

2. Enterotoksyna C. perfringens (CPE)
2.1. Budowa enterotoksyny

Enterotoksyne C. perfringens opisano po raz pierwszy
w 1970 roku [69]. Jest biatkiem ztozonym z 319 amino-
kwaséw (35,3 kDa) o unikalnej sekwencji i nie wykazuje
duzej homologii z innymi toksynami bakteryjnymi [46,
47, 65, 69, 74]. Wykazano jedynie niewielkag homolo-
gie z biatkiem Antp70/C1 wytwarzanym przez niektore
szczepy C. botulinum [46]. N-koncowy fragment biatka
enterotoksyny zlokalizowany pomiedzy 45 a 53 amino-
kwasem, odpowiada za aktywnos¢ biologiczng tego
bialka. Proteazy jelitowe takie jak chymotrypsyna i tryp-
syna moga trawi¢ zewnetrzny fragment N-koncowego
odcinka do 38 aminokwasu, co zwigksza 2-3-krotnie
aktywno$¢ biologiczng tego bialka in vitro. Przypuszcza
sie, ze podobny mechanizm zachodzi in vivo w prze-
wodzie pokarmowym. C-koncowy fragment zawiera
region wigzacy si¢ z receptorem komorki enterocyta
[46, 47, 65, 69, 75].

2.2. Molekularne podstawy toksynotworczosci
szczepOw C. perfringens typu A

Laseczka C. perfringens byla pierwsza bakterig Gram-
-dodatnig, dla ktdrej skonstruowano mape genetyczna.
Dotychczas okreslono potozenie dla 24 regionow genéw
na pojedynczym, kolistym chromosomie o wielkosci
3,6 Mpz. Geny kodujace toksyny C. perfringens uloko-
wane sg rejonie o wielkosci 250 kpz, mieszczacym sie
w poblizu oriC.

Gen cpe kodujacy enterotoksyne polozony jest na trans-
pozonie (Tn5565 o wielkosci 6,3 kpz) obok sekwencji
insercyjnej 1S1469. Na obu koncach transpozonu Tn5565
znajduja sie sekwencje insercyjne IS1470 (7, 9, 16, 46, 47,
51, 65]. Odkryto réwniez, ze gen cpe moze by¢ zlokali-
zowany na plazmidach (~75kpz), ktére nazwano cpe+/
IS1151+ oraz cpe+/1S1470-like+, poniewaz obok genu
cpe znajduja si¢ sekwencje inercyjne odpowiednio IS1151
i IS1470-like. Kazdy plazmid zawiera tez druga sekwen-
cje insercyjng IS1469 [19, 46, 51, 52, 60, 65, 71, 76].

Wiekszos¢ zatru¢ pokarmowych (ok. 75%) wywo-
tuja szczepy C. perfringens typu A niosace gen cpe na
chromosomie (chromosomal IS1470-cpe). W okoto 21%
przypadkach mogg to by¢ szczepy niosace plazmid cpe+/
1S1470-like+ a w 4% przypadkach sg to szczepy zawie-
rajace plazmid cpe+/IS1151+ [8, 38, 42, 46, 52, 57,
78, 79]. Szczepy, ktére maja gen cpe na chromosomie
czesto izoluje si¢ z zywnosci a takze od zdrowych ludzi,
co prawdopodobnie jest przyczyng znacznego udziatu
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tych szczepéw w zatruciach pokarmowych [12, 16, 38,
41, 42, 51]. Szczepy, w ktérych gen cpe znajduje si¢ na
plazmidzie izoluje si¢ z probek gleby [41]. Szczepy takie
czesciej izoluje si¢ z probek katu pobranych od chorych
z biegunka poantybiotykowa lub z tzw. biegunka spo-
radyczng (prawdopodobnie nie zwigzang ze spozyciem
zywnosci) niz szczepy posiadajgce gen cpe polozony na
chromosomie [16, 41, 46, 51].

Plazmidy C. perfringens moga by¢ przekazywane
w procesie koniugacji do szczepdw cpe- [9, 26, 69, 76].
Poniewaz dawka zakazna bakterii w przypadku biegunki
poantybiotykowej lub sporadycznej moze by¢ niewielka
(w poréwnaniu do wysokiej dawki 10°~107/ml komorek
C.perfringens w przypadku zatrucia pokarmowego)
przypuszcza sie, ze plazmid moze by¢ przekazywany
w przewodzie pokarmowym do innych szczepdw C. per-
fringens, obecnych jako sktadnik normalnej mikroflory
jelita grubego, co przyczynia si¢ do zwielokrotnienia
zjadliwosci. Biegunki poantybiotykowe i sporadyczne
wywolane przez szczepy C. perfringens typu A zwykle
trwajg dluzej i maja ciezszy przebieg niz biegunki towa-
rzyszace zatruciu pokarmowemu o tej samej etiologii
[9, 26, 46, 69)].

2.3. Mechanizm dzialania enterotoksyny
C. perfringens (CPE)

Badania na modelach zwierzecych oraz ludzkich
komorkach nablonka CaCo-2, 1407 i Hep3b prowa-
dzone in vitro dowiodly, ze enterotoksyna C. perfringens
ma dzialanie cytotoksyczne [14, 46, 50, 69]. Najwigk-
sza aktywno$¢ wykazuje w obrebie jelita kretego [46,
50, 69]. Duza dawka toksyny w ciggu 30 minut inicjuje
zmiany histopatologiczne, ktére poczatkowo obejmuja
mikrokosmki, a nastepnie stopniowo zostaje zaburzone
wchlanianie plynow i elektrolitow. W pierwszej fazie
dochodzi do zahamowania absorbcji, a nastepnie na
skutek zatarcia mikrokosmkow i ztuszczenia komorek
nabtonka dochodzi do kumulacji ptynéw i elektrolitow
w jelicie cienkim, co manifestuje si¢ biegunkg [46, 69].
Enterotoksyna CPE dziala w sposéb unikatowy i wielo-
etapowy [46, 69, 74, 75].

Etap 1. Enterotoksyna (CPE) przylacza sie do recepto-
réw. Sa nimi mate biatka (okoto 22 kDa) obecne w pola-
czeniach miedzykomorkowych: klaudyna-3 i klaudyna-4
[35, 46, 69, 74, 84]. W polaczeniu z druga zewnetrzng
petla klaudyny-3, a receptorowym rejonem enteroto-
ksyny uczestnicza oddzialywania elektrostatyczne [35,
86]. Wraz z tymi receptorami CPE tworzy maly kom-
pleks o masie czgsteczkowej 90 kDa, wrazliwy na SDS
(dodecylosiarczan sodu) [46, 47, 69].

Etap 2. Podczas wzrostu temperatury do 37°C maly
kompleks (w temperaturze 4°C jest on catkowicie nie-

aktywny) przylacza inne biatka i tworzy duzy kompleks
CPE o masie czasteczkowej 155 kDa [46, 47, 69].

Etap 3. Prawdopodobnie duzy kompleks lub jego oligo-
mery tworza pory w blonie komérkowej przepuszczalne
dla Ca*, innych jonéw, aminokwaséw i nukleotydéw
(14, 46, 47, 69]. Male dawki (1 pg/ml) enterotoksyny
prowadza do umiarkowanego naptywu jonéw wapnia
i apoptozy komorek na drodze klasycznej, z udzialem
mitochondriéw i kaspazy-3. Duze dawki (10 pug/ml)
enterotoksyny powoduja duzy naptyw jonéw wapnia do
komorki, co powoduje jej $mier¢ na drodze onkozy [14,
46, 47, 64]. W przewodzie pokarmowym czlowieka na
skutek zatrucia pokarmowego czy biegunki poantybio-
tykowej oba procesy moga zachodzi¢ jednoczesnie [47].

Etap 4. Obie drogi degradacji komorek za posrednic-
twem kalpainy i kalmomoduliny prowadza do zmian
morfologicznych [46, 47, 68]. Enterotoksyna przylacza
sie nastepnie do nowych receptoréow klaudynowych
obecnych w czgéci boczno-podstawnej i tworzy wiecej
duzych (155 kDa) kompleksow [46, 47, 69].

Etap 5. Duze kompleksy facza si¢ z okludynag i tworza
kompleksy o wielkosci ~200 kDa [46, 69].

Etap 6. Kompleksy o wielkosci ~200 kDa wnikajg do
wnetrza komorki i uszkadzane s w niej liczne pola-
czenia migdzykomorkowe, co prowadzi do zwigkszone;j
przepuszczalnosci. Duze dawki CPE niszczg enterocyty
na drodze onkozy i rozwija si¢ stan zapalny, co prowadzi
do biegunki i innych objawow towarzyszacych [46, 47].

3. Sporulacja C. perfringens

Synteza enterotoksyny rozpoczyna sie kiedy komoérka
wegetatywna zaczyna przechodzi¢ w faze sporulacji.
Enterotoksyna uwalniana jest w przewodzie pokarmo-
wym w trakcie lizy komorki wegetatywnej i uwalniania
przetrwalnikow. Proces sporulacji kontroluje sygnat ze
srodowiska, ktérym jest stezenie nieorganicznego fos-
foru [56-60, 70, 71]. Synteza CPE zachodzi w komorce
macierzystej tworzacej przetrwalnik i zalezy od biatka
regulatorowego Spo0A, ktore jest bezposrednio fosfory-
lowane przez kinaze histydynowa [29, 56, 59]. Ekspre-
sja genu cpe jest regulowana na poziomie transkrypcji.
Gen cpe jest transkrybowany z udziatem 3 promotoréw
(P1, P2, P3). Czynnik sigma K reguluje P1, natomiast
sigma E reguluje P2 i P3 [25, 46, 59, 60, 65]. W fazie
logarytmicznej i poczatkowej fazie stacjonarnej, niski
poziom sigma K jest potrzebny do nieznanego, poczat-
kowego etapu tworzenia przetrwalnika, nastepnie czyn-
nik sigma E jest wydzielany pod wplywem czynnika
sigma K a wzajemne oddzialywanie obu czynnikéw
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sigma wplywa na ich wysoki poziom w pézniejszej fazie
sporulacji [24]. Synteze czynnikéw sigma (Sig E, Sig K)
reguluje biatko represorowe CcpA (carbon catabolite
protein). Bialko to dziala jak represor na transkrypcje
genu cpe w fazie intensywnego wzrostu komorek, ale
jest niezbedne w procesie sporulacji i transkrypcji cpe
w momencie wejscia w faze stacjonarng [8, 59, 90]. Nie-
zaleznie od biatka CcpA réwniez glukoza jest katabolicz-
nym represorem procesu sporulacji [90]. Tak unikalny
sposob kontroli procesu pozwala komérkom C. perfrin-
gens szybko wytworzy¢ spory w odpowiednich warun-
kach srodowiska [25]. Szczepy posiadajace gen cpe na
chromosomie, tworzg spory mniej wrazliwe na dzialanie
wysokiej i niskiej temperatury niz szczepy z plazmido-
wym genem cpe [40, 42, 43, 46, 49, 57, 58, 63, 64, 70,
74], co ttumaczy znaczny ich udzial w zatruciach pokar-
mowych. Ponadto sg one bardziej odporne na dziatanie
srodkéow konserwujacych, dodawanych do zywnosci
[39]. Odporne na temperature przetrwalniki tworzone
przez C. perfringens z chromosomalnym genem ente-
rotoksyny posiadaja wiecej jonéw metali, szczegélnie
Fe?* oraz wyzsze stezenie kwasu dipikolinowego (DPA)
oraz grubsza $ciane [58], a takze mniejsza zawarto$¢
wody [59]. We wnetrzu przetrwalnika DNA bakterii
chroni grupa matych, rozpuszczalnych w kwasie, bia-
tek SASP typu a/f (a/B-type small, acid-soluble spore
proteins), ktdre sa syntetyzowane w czasie dojrzewania
spory i degradowane w czasie uwalniania jej z komoérki.
U C. perfringens kodowane sg one przez geny ssp (ssp 1,
21 3). Biatka SASP zwigkszaja odporno$¢ przetrwalni-
kéw na pare wodna i promieniowanie UV [43, 59, 70].
Odkryto niedawno czwarte biatko Ssp4, ktére rdzni sie
jednym aminokwasem, w zaleznosci od Zrédla pocho-
dzenia izolatu C. perfringens. Szczepy tworzace wysoce
oporne spory, izolowane z zatru¢ pokarmowych, posia-
daja bialko Ssp4 z kwasem asparaginowym w pozycji
36, natomiast u szczepow pochodzacych z przypadkow
biegunki poantybiotykowej, ktérych przetwalniki sa
bardziej wrazliwe, biatko Ssp4 w pozycji 36 posiada gli-
cyne [42, 43, 59, 70]. Proces sporulacji, zalezna od niego
synteza enterotoksyny oraz wysoka opornos¢ przetrwal-
nikéw na temperature to podstawowe elementy patoge-
nezy schorzen wywotanych przez szczepy C. perfringens
typu A, odpowiadajace za zakazenia przewodu pokar-
mowego i zatrucia pokarmowe [59].

4. Biegunka poantybiotykowa o etiologii
C. perfringens

Biegunka, to zgodnie z definicja, oddanie 2-3 luz-
nych, pétptynnych lub wodnistych stolcow w ciagu
doby [4, 11, 37, 45, 77]. Jest ona czgstym, niepozadanym
objawem po zastosowaniu antybiotykow, a w szczegdl-
nosci klindamycyny, cefalosporyn, penicylin o szero-

kim spektrum dzialania jak tez makrolidéw [11, 45,
77]. Biegunka poantybiotykowa (AAD) okreslana jest
jako biegunka, ktora rozwija si¢ w ciggu kilku godzin
od wdrozenia terapii antybiotykowej az do 6-8 tygo-
dni po jej zaprzestaniu [4]. Dotyczy ona zwykle 5-39%
pacjentow, w zaleznosci od stosowanego leczenia [11,
23, 37, 53, 77]. Do czynnikéw ryzyka nalezg podeszly
wiek pacjenta [3, 23, 30, 36, 53, 54, 77, 85], przedtuzony
pobyt w szpitalu [3, 36, 77, 85], zabiegi endoskopowe,
operacje jamy brzusznej, lewatywa [2], a takze prze-
wlekte choroby nerek, cukrzyca, nowotwory, szczegol-
nie gdy wymienione czynniki wzajemnie wspolistnieja
[77, 85]. Stosowanie antybiotykéw o szerokim spektrum
dziatania prowadzi do zmian jakosciowych i ilo§ciowych
skltadu naturalnej mikroflory przewodu pokarmo-
wego [4, 15, 23, 77], co z kolei wplywa negatywnie na
metabolizm kroétkotancuchowych kwaséw tluszczo-
wych i soli kwaséw zdtciowych [4, 77] oraz kolonizacje
przewodu pokarmowego przez szczepy oporne na anty-
biotyki [4, 23, 77).

Clostridium difficile odpowiada za 10-20% przy-
padkéw AAD [4, 45], a wedlug niektorych zrédet moze
stanowic¢ 25% [20] lub nawet 33% [2] przypadkow. Sza-
cuje si¢ ze enterotoksynotworcze szczepy C. perfringens
(CPE+) wywoluja biegunke AAD w 5-20% zachorowan
(2, 3, 15, 21, 28, 32, 44, 45, 82, 86] lub niekiedy moga
stanowi¢ zaledwie 1% przypadkéw [1, 61]. Natomiast
w 70-80% przypadkow czynnik etiologiczny biegunki
AAD pozostaje nierozpoznany [45, 53]. Przypadki
biegunki poantybiotykowej o etiologii C. perfringens
CPE+ opisano dopiero w 1984 roku. W prébkach katu
11 pacjentéw z ujemnym wynikiem w kierunku toksyn
C. difficile, wykazano obecnos¢ enterotoksyny C. perfrin-
gens (3,4, 6,28, 53, 63, 73]. Pacjenci podlegali hospita-
lizacji i byli w podesztym wieku, co stanowi szczegdlne
ryzyko kolonizacji przewodu pokarmowego laseczkami
z rodzaju Clostridium spp. [17, 30, 54]. U tej grupy
pacjentow opisuje sie tez przypadki biegunki sporadycz-
nej o etiologii CPE+ [17, 23, 36, 53, 55]. Udowodniono,
ze krotkotancuchowe kwasy tluszczowe, produkowane
przez naturalng mikroflore, hamuja proces sporula-
cji C.perfringens. Antybiotykoterapia prowadzaca do
zmniejszenia si¢ kwasu bursztynowego, octowego, izo-
mastowego, izowalerianowego w jelicie pacjenta moze
stac si¢ czynnikiem predysponujacym do rozwoju bie-
gunki o etiologii C. perfringens (CPE+) [86].

W tabeli I zestawiono wyniki badan w kierunku ente-
rotoksynotworczych szczepéw C. perfringens (CPE+)
probek katu pobranych od pacjentéw z biegunka poan-
tybiotykowa (AAD) i biegunka sporadyczng. Mozemy
zaobserwowa¢ roznice w czestosci wykrywania ente-
rotoksyny C. perfringens. Wykazano, ze u pacjentéw
w podesztym wieku, leczonych na oddzialach gastro-
enterologicznych, nalezacych do grup ryzyka, szczepy
CPE+ mogg stanowi¢ bardzo istotny czynnik etiolo-
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Tabela I

Czesto$¢ wystepowania enterotoksyny (CPE) i szczepow C. perfrin-

gens w probkach kalu pacjentéw z biegunka poantybiotykowa lub
biegunka sporadyczng oznaczona w réznych krajach

Kraj/Rok N |CPE%)| n P:E:;g
Wielka Brytania/1991 721 25 35 [67]
Wielka Brytania/1995 370 99 18,0 [55]
Wielka Brytania/2002 200 12 8,0 [3]
Wielka Brytania/2002 249 X 1,6 [13]
Wielka Brytania/2003 843 X 2,3 [21]
Niemcy/2005 89 5 1,0 [1]
Wielka Brytania/2005 63 X 9,5 [45]
Niemcy/2005 693 147 0,14 [28]
Indie/2005 285 X 8,77 [87]
Indie/2006 100 20 1,0 [33]
Indie/2006 150 13 2,6 [32]
Wielka Brytania/2006 | 4659 130 3,3 [2]
Polska/2007 52 15 40,0 [61]
Japonia/2008 294 70 2,0 [82]
Kostaryka/2008 104 29 3,0 [11]

N - liczba pacjentow = liczba probek, n - liczba prébek katu, z ktérych
wyhodowano C. perfringens, x — nie oznaczano, CPE - odsetek probek katu
dodatnich w kierunku enterotoksyny C. perfringens (CPE+)

giczny biegunki AAD (40%) [61]. Dodatkowo u 31%
pacjentow wykryto jednoczes$nie toksyny C.difficile
i C. perfringens w kale. Mpamugo 1iwsp. [55] row-
niez wykryli duzy odsetek szczepéw CPE+ (18%) u 0séb
starszych i potwierdzili, ze moga by¢ one przyczyna bie-
gunek poantybiotykowych jak i sporadycznych, utrzy-
mujacych sie nawet przez wiele tygodni. Vaishnavi
i wsp. [87] badajac pacjentéw z oddziatu gastroenterolo-
gii uzyskat 8,77% przypadkéw biegunki CPE+ i az 36%
przypadkow o mieszanej etiologii C. difficile i C. perfrin-
gens. W badaniach A sha iwsp. [2] toksyny C. difficile
i C. perfringens wspotwystepowaly na poziomie 2-3%,
a sama enterotoksyna CPE wystepowala na poziomie
8%. Badacze podkreslajg rézng czulos¢ stosowanych
metod diagnostycznych oraz jednoczesng obecnos¢
szczepow CPE-, co pociaga za sobg konieczno$¢ izo-
lacji kilku kolonii, nawet do 10, w celu poszukiwania
izolatéw niosacych gen cpe [2, 12, 32, 61]. Loy [45]
opisuje znaczacy udzial szczepéw CPE+ w biegunce
AAD (9,5%) i zwraca uwage na konieczno$¢ badania
pacjentoéw, u ktorych nie wykrywa sie toksyn C. difficile
w kale, w kierunku enterotoksynotwdrczych C. perfrin-
gens typu A. W wielu o$rodkach udziat tych szczepow
w biegunkach AAD wciaz wynosi zaledwie 2-3% [11,
21, 32, 53, 67, 82]. Podkredla si¢ jednak mozliwos¢
obecnosci izolatéow CPE+ w $rodowisku szpitalnym
i mozliwej transmisji patogenéw, co moze prowadzi¢
do gwaltownego wzrostu zachorowan pacjentéw z grup

ryzyka [2, 13, 36,53]. Kobayashi iwsp.[36] otrzy-
matl az 60-70% szczepéw CPE+ w grupie pacjentéw
z biegunka na oddziatach geriatrycznych. Cze$¢ oérod-
kéw uwaza, ze biegunka AAD o etiologii C. perfringens
CPE+ ma marginalne znaczenie w diagnostyce tych
zakazen, gdyz udzial szczepéw CPE+ wynosi 1-1,6%
[1,13,33]. Heimesaat iwsp. [28] przebadali prawie
700 probek katu i otrzymali wynik dodatni dla entero-
toksyny CPE+ tylko u 0,14% (1 pacjent), ale uzyskali
jednoczes$nie wigcej izolatéw niosacych gen cpe. Rodzi
sie pytanie, czy by¢ moze u czgsci pacjentow poziom
enterotoksyny w kale wystepuje ponizej progu detekcji?
Autorzy dyskutuja czulo$¢ stosowanych metod diagno-
stycznych oraz wplyw sposobu opracowania materiatu
do badan (przechowywanie, mrozenie, rozmrazanie
probek katu, wielko$¢ probki uzytej do testu), a takze
czas pobrania probki — najwieksze szanse wykrycia ente-
rotoksyny sa w ostrej fazie choroby [27, 28, 53]. Inni
badacze nie poszukuja enterotoksyny C. perfringens
w kalach pacjentéw z biegunka AAD, a w przypadku
wynikéw ujemnych w kierunku toksyn C. difficile roz-
wazajg inne czynniki etiologiczne jak np. Klebsiella oxy-
toca, enterotoksynotworczy S. aureus czy Candida spp.
[20, 23, 66, 73]. Hodowla laseczek z rodzaju Clostridium
spp. wymaga wyposazenia laboratorium w specjalna
aparature. Ze wzgledu na doniesienia o pojawiajacych
sie szczepach C. perfringens o obnizonej wrazliwosci na
metronidazol, czy wrecz opornych na ten lek [11, 61],
leczenie empiryczne moze by¢ niewystarczajagcym spo-
sobem ratowania zycia pacjenta.

5. Diagnostyka biegunki o etiologii C. perfringens
typu A

W przypadku biegunki poantybiotykowej mate-
rialem diagnostycznym jest probka katu pobrana od
pacjenta w ostrej fazie choroby [11]. Zaleca si¢ poszu-
kiwanie enterotoksyny (CPE) oraz zakladanie hodowli
ze $wiezych probek lub ewentualnie przechowywanych
w temperaturze 4°C do 24h [13, 28, 83]. Cze$¢ badaczy
rekomenduje przechowywanie kalu w temperaturze
-20°C [21, 32] lub nawet -80°C, do czasu jego opraco-
wania [11]. W celu wykrycia enterotoksyny w badanej
probee kalu stosowane sa 4 metody: test ELISA [1, 2,
3, 13, 21, 28, 32, 33, 45, 53, 61], test odwrotnej bier-
nej aglutynacji lateksowej (RPLA) [11, 21, 32, 33, 36,
53, 55, 82], metoda PCR [3, 32, 33, 44, 53, 61] oraz
metoda hodowli komoérkowej z uzyciem linii Vero [2,
21]. Tylko niewielki odsetek probek dodatnich w kie-
runku enterotoksyny w tescie ELISA wypada dodatnio
na linii Vero [2]. Wydaje sie, Ze jest to metoda najmnie;j
czula [2, 21, 32, 53]. Test RPLA jest czuly i daje powta-
rzalne wyniki, ale prawidtowy odczyt moze utrudnia¢
niespecyficzne wigzanie si¢ masy katowej [21, 32, 53].
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Najbardziej rekomendowany do rutynowej diagnostyki
jest test ELISA [21, 32, 48, 53, 63], w ktérym mozna
wykry¢ 1pg/ml enterotoksyny [21]. Jedli stezenie ente-
rotoksyny w probce katu jest nizsze, gdyz np. dostar-
czony material pochodzi z pdzniejszej fazy choroby,
najbardziej dokladny i wiarygodny wydaje sie by¢ test
PCR wykonywany z prébek katu [53, 61]. C. perfrin-
gens moze by¢ obecny (do 10° cfu/g katu) w kale zdro-
wych osob jako skladnik naturalnej mikroflory jelita
grubego. U pacjentéw oddzialéw geriatrycznych moze
osiaga¢ do > 107 cfu/g katu [53]. W celu wyhodowa-
nia szczepu C. perfringens z kalu biegunkowego nalezy
zastosowa¢ podloza wybiodrcze, np. agar TSN. Posiewy
inkubuje si¢ przez 48 godzin w temperaturze 37°C,
w warunkach $cisle beztlenowych [61, 62]. Do poszu-
kiwania izolatéw niosgcych gen cpe zaleca si¢ badanie
kilku kolonii [3, 11, 32, 33, 61, 63], poniewaz szczepy
CPE+ stanowig 1-5% i wsrdd nich moga by¢ obecne
izolaty CPE- [2, 32, 33, 53]. Do poszukiwania genu cpe
stosuje sie metode PCR [2, 3, 11, 28, 32, 36, 82], nato-
miast do pordwnywania szczepéw uzywana jest metoda
PFGE [2, 6, 36], zwlaszcza jedli biegunka poantybioty-
kowa o etiologii C. perfringens ma charakter zakazenia
szpitalnego [2, 82].

6. Nowe czynniki zjadliwosci C. perfringens typu A

W roku 1997 Gibert i wsp. [22] wykryli nowa
toksyne tzw. toksyne beta2 (CPB2), kodowang przez gen
cpb2. Gen cpb2 C. perfringens wykryto po raz pierwszy
w szczepach nalezacych do typu C u prosiat z wrzo-
dziejagcym zapaleniem jelit [10, 60, 82, 88]. Pozniej
okazalo sig, ze gen cpb2 moze wystepowac u szczepow
nalezacych do roéznych toksynotypow C. perfringens
[80, 81], ktore moga wywolywaé schorzenia przewodu
pokarmowego koni, pséw, stoni oraz innych zwierzat
(10, 24, 31]. Toksyne beta2 wykryto réwniez w prob-
kach katu biegunkowego ludzi zakazonych C. perfrin-
gens typu A [12, 60, 81, 82]. W badaniach srodowi-
skowych (gleba, zywno$¢, pasza) wykazano, ze ponad
3% szczepow C. perfringens typu A posiada gen cpb2
[10, 34]. Izolowano réwniez takie szczepy od zdro-
wych o0s6b [12, 88] oraz od chorych u ktérych doszto
do zatrucia pokarmowego (okoto 15-20%) [19, 81, 83].
W roku 2005 Fisher iwsp. wykonali analiz¢ sekwencji
nukleotydowych (stosujac metody PCR, PFGE, sekwen-
cjonowanie) genu cpb2 C. perfringens pochodzacych
z przypadkow biegunki poantybiotykowej i biegunki
sporadycznej i wyr6znili dwa warianty CPB2. Pierwszy
wariant oznaczony jako CPB2h1 znajduje si¢ na pla-
zmidzie cpe+/IS1151+, a drugi okreslany jako CPB2h2
miesci si¢ na plazmidzie cpe+/1S1470-like+ [8, 19, 24,
81]. Toksyna beta2 jest bialkiem o masie czasteczkowej
31kDa i dziala cytotoksycznie na liniach komérkowych

1407 i CaCo-2. Gen cpb2 jest pierwszym plazmidowym
genem C. perfringens, ktéry podlega regulacji przez
dwusktadnikowy uktad gendw zlokalizowanych na chro-
mosomie [24, 81]. Ta regulacja na poziomie transkrypcji
nie zawsze prowadzi do ekspresji genu cpb2 [24, 34].
Stymulujaco mogg dziata¢ np. antybiotyki aminogliko-
zydowe (gentamycyna, streptomycyna) wigzace pod-
jednostke 30S rybosomu, co powoduje inne odczytanie
mRNA prowadzace do ekspresji toksyny beta2 [81, 88].
CPB2 nalezy do toksyn tworzacych pory o wiekszych
rozmiarach niz CPE, prawdopodobnie na skutek poli-
meryzacji jej czastek [19, 81]. Istnieje przypuszczenie,
ze w przypadku trwajacej czesto kilka tygodni biegunki
poantybiotykowej lub biegunki sporadycznej, toksyna
beta2 moze nasila¢ objawy choroby poprzez oddziaty-
wanie na $ciany komorek nablonka jelit i zwigkszanie
absorbcji innych toksyn (np. enterotoksyny) [19, 24, 81].
Istnieje konieczno$¢ dalszych badan potwierdzajacych
role toksyny beta2 w patogenezie biegunek o etiologii
C. perfringens typu A.

7. Podsumowanie

Wspolczesnie za najwazniejszy czynnik biegunek
poantybiotykowych uwaza si¢ laseczke C. difficile.
Niewiele jest natomiast prac, ktore wskazywalyby jaki
jest rzeczywisty udzial enterotoksynotworczych szcze-
pow C. perfringens (CPE+) typu A w powodowaniu
biegunek po stosowaniu antybiotykoterapii. Entero-
toksyne wytwarza niewielki odsetek (5-6%) izolatow
C. perfringens typu A. Jednak szczepy, ktére powoduja
biegunki poantybiotykowe, niosac gen cpe na plazmi-
dzie, moga by¢ prawdopodobnie zrédlem tego genu
dla nieenterotoksynotwodrczych szczepéw C. perfrin-
gens wchodzacych w sklad flory fizjologicznej prze-
wodu pokarmowego czlowieka, co moze skutkowaé
ciezszym przebiegiem schorzenia. Réwniez niewiele
jest wiadomo na temat roli szczepow C. perfringens
izolowanych z probek katu oséb z biegunka, w ktorych
wykryto toksyne beta2, a ktorej ekspresje moga nasi-
la¢ antybiotyki aminoglikozydowe. Badania dotyczace
udzialu szczepow C. perfringens w powodowaniu biegu-
nek poantybiotykowych sg niezwykle istotne ze wzgledu
na to, ze w szczegolnosci narazeni na rozwdj tego scho-
rzenia s pacjenci oddziatéw geriatrycznych oraz cho-
rzy z obnizong odpornoscia, ktorych liczba wzrasta
kazdego roku. Pacjentéw z biegunka poantybiotykows,
u ktérych nie wykryto toksyn C. difficile w kale powinno
sie diagnozowa¢ w kierunku enterotoksynotwoérczych
szczepow C. perfringens typu A. Opisano rowniez przy-
padki wspolwystepowania obu patogenow [61, 87].
Szczepy CPE+ moga by¢ obecne w srodowisku szpital-
nym, co moze prowadzi¢ do wzrostu zachorowan na
danym oddziale [2].
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