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Beztlenowe laseczKki Clostridium perfringens powszechnie wystepujg w glebie
i Sciekach, a takze wchodza w sklad naturalnej bioty przewodu pokarmo-
wego ludzi i zwierzat. Zatrucia pokarmowe o etiologii C. perfringens naleza
do jednych z najczestszych chorob przenoszonych przez skazong zywnos$é
na Swiecie. W pracy wykorzystano metode MALDI-TOF do identyfikacji
archiwalnych szczepow C. perfringens izolowanych od chorych z objawami
zatrué¢ pokarmowych i probek Zzywnosci wlacznie z weryfikacja uzyskanych
wynikéw metodg sekwencjonowania 16S rRNA. Potwierdzono przydatno$¢
metody MALDI-TOF do identyfikacji gatunkowej szczepow C. perfringens.
Uzyskano zgodne wyniki identyfikacji metoda MALDI-TOF, sekwencjono-
wania 16S rRNA oraz wykrywania obecnosci genu cpa.

Stowa kluczowe: Clostridium perfringens typu A, zatrucie pokarmowe, enterotoksyna,
MALDI-TOF, sekwencjonowanie 16S rRNA

ABSTRACT

Introduction: The anaerobic bacilli Clostridium perfringens are commonly found in soil and
sewage and are also part of the gastrointestinal tract of humans and animals. Food poisoning
caused by C. perfringens are regarded the most common diseases transmitted by contaminated
food in the world. Bacteria of this species due to their pathogenic properties sustain the constant
object of studies in order to elucidate mechanisms of toxinogenesis, to determine the roads of
transmission and to develop better diagnostic tools. The objective of the study was to verify the
suitability of the MALDI-TOF method for the identification of C. perfringens species.
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Methods: In order to identify anaerobic bacteria C. perfringens MALDI-TOF method,
sequencing of 16S rRNA and detection of cpe and cpa gene by duplex PCR were used.
Results: MALDI-TOF confirmed C. perfringens identification in 39 isolates out of 41
archival isolates under study. The correctness of the results was verified by 16S rRNA
sequencing and cpa gene detection.

Conclusions: The study confirmed the usefulness of MALDI-TOF method in rapid identi-
fication of anaerobic bacteria C. perfiringens and thereby its applicability epidemiological
investigations.

Key words: Clostridium perfringens type A, food poisoning, enterotoxin, MALDI-TOF,
16S rRNA sequencing

Beztlenowe laseczki Clostridium perfringens powszechnie wystepuja w glebie, Scie-
kach, a takze wchodzg w sktad naturalnej bioty przewodu pokarmowego ludzi i zwierzat
(8). Zatrucia pokarmowe o etiologii C. perfringens naleza do jednych z najczestszych
chordb przenoszonych przez skazong zywno$¢ na $wiecie (11,12). Przyktadowo w la-
tach 1998-2010 w Stanach Zjednoczonych odnotowano 289 ognisk epidemiologicznych
1 15208 przypadkow zatru¢ pokarmowych o etiologii C. perfringens, ktére doprowadzity
do hospitalizacji 83 pacjentow i 8 zgonéw (7). Zrodtem zatrué bylto najczesiciej spozycie
skazonej wotowiny, drobiu i wieprzowiny, odpowiednio w 50%, 30% i 16% analizowanych
przypadkéw (7). W Wielkiej Brytanii diagnozuje si¢ rocznie $rednio od 50 do 100 przypad-
kéw zatru¢ pokarmowych, wywolywanych najczesciej przez spozycie migsa wotowego,
przetworow drobiarskich lub innych produktow migsnych skazonych endosporami C. per-
fringens typu A (21). W Polsce w poréwnaniu z innymi rozwini¢tymi krajami rejestrowana
jest niewielka (od kilku do kilkunastu przypadkow) liczba zatru¢ pokarmowych o etiologii
C. perfringens (5). W 2015 roku zarejestrowano 109 przypadkow zachorowan, z ktérych
wigkszo$¢ zostata poddana hospitalizacji (14). Ze wzgledu na ograniczenia w diagnostyce
C. perfringens mozna podejrzewac, ze s to dane niedoszacowane.

Chorobotworczo$¢ szczepow C. perfringens jest uzalezniona od profilu wytwarzanych
toksyn, ktérych dotychczas opisano 17. Zdolnos¢ do wytwarzania gtéwnych toksyn, tj.
alfa, beta, epsilon, iota oraz enterotoksyny CPE (Clostridium perfringens enterotoxin) jest
podstawa podziatu szczepoéw C. perfringens na biotypy: A, B, C, D lub E. Kazdy z bio-
typow jest zwigzany z inng jednostka chorobowa ludzi lub zwierzat (11,15). Szczepy
gatunku C. perfringens typu A sa czynnikiem etiologicznym choréb przenoszonych przez
skazong zywno$¢, tj. martwicze zapalenie jelit, zakazenie tkanek migkkich u ludzi (zgorzel
gazowa), a takze enterotoksemia zwierzat (20). Szczepy C. perfringens typu A, ktore po-
siadaja zdolno$¢ wytwarzania enterotoksyny CPE powoduja zatrucia pokarmowe, biegun-
ki poantybiotykowe (AAD - antibiotic associated diarrhoea) lub tzw. biegunki sporadyczne
(SD - sporadic diarrhoea), ktore nie sg zwiazane ze spozyciem skazonej zywno$ci (10,20).

Do identyfikacji oraz typowania szczepoéw C. perfringens zwigzanych z zatruciami po-
karmowymi coraz czg$ciej stosowane sg najnowsze metody genotypowania, tj. rybotypo-
wanie, PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis) lub MLVA (Multilocus Variable Number
of Tandem Repeats) (13,17). Mozliwo$¢ okreslenia genotypu danego szczepu C. perfrin-
gens odgrywa szczeg6lne znaczenie w przypadku toksykogennych szczepdéw o zmienio-
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nych wlasciwo$ciach morfologicznych lub biochemicznych, ktére utrudniajg ich identy-
fikacje z zastosowaniem klasycznych metod diagnostycznych. W diagnostyce mikrobio-
logicznej, w ciagu ostatnich kilku lat, coraz czgéciej stosowana jest metoda MALDI-TOF
(Matrix Assisted Laser Desorption Ionization Time-of-Flight) polegajaca na analizie profili
biatkowych uzyskanych w wyniku spektrometrii masowej z jonizacja laserem wspomaga-
ng matryca z analizatorem czasu przelotu. Uzyskane widma masowe, stanowigce odzwier-
ciedlenie profili biatkowych, charakterystyczne dla danego gatunku/izolatu, porownywane
sa z widmami referencyjnymi zamieszczonymi w bazie danych (18,19).

Celem pracy bylto wykorzystanie metody MALDI-TOF do identyfikacji archiwalnych
szczepow C. perfringens izolowanych od chorych z objawami zatru¢ pokarmowych i pro-
bek zywnos$ci wlacznie z weryfikacja uzyskanych wynikow metoda sekwencjonowania
16S rRNA oraz potwierdzeniem wykrywania obecno$ci genu cpa oraz cpe.

MATERIAL I METODY

Szczepy bakteryjne. Lacznie w badaniach wykorzystano 41 szczepow zaklasyfikowa-
nych do gatunku C. perfringens na podstawie archiwalnych wynikéw badafh biochemicz-
nych. Szczepy zostaly zgromadzone w latach 1946-1987 i stanowig cze$¢ archiwalnej ko-
lekcji Zaktadu Badania Surowic i Szczepionek Narodowego Instytutu Zdrowia Publicznego
— Panstwowego Zaktadu Higieny. Badaniom poddano 32 szczepy wyizolowane z probek
klinicznych pobranych od chorych z objawami zatru¢ pokarmowych, 7 szczepéw wyizo-
lowanych z prébek zywnosci oraz 2 szczepy wyizolowane z tkanek pobranych od chorych
z objawami zgorzeli gazowej uzyte do celow pordéwnawczych. Jako szczep kontrolny C. per-
fringens typu A wykorzystano CN3352 cpe-. Szczepy przechowywano w postaci liofilizatow.

Hodowla szczepéw C. perfringens. Liofilizaty ozywiano na podiozu TSA (Tryptone
Soja Agar) lub TSA z krwig barania (Grasco). Inkubacje prowadzono w warunkach beztle-
nowych (95% H,, 5% CO,), w temp. 37°C przez 48-72 h.

Metoda MALDI-TOF. Pomiar widm masowych prowadzono przy uzyciu spek-
trometru masowego MALDI-TOF UltrafleXtreme (Bruker Daltonics). Na stalowa
ptytke MSP nanoszono kolonie (2-5), a nast¢gpnie pokrywano ja kwasem a-cyjano-4-
hydroksycynamonowym rozpuszczonym w mieszaninie: 500 pl acetonitrylu, 450 pl wody
125 ul TFA (Trifluoroacetic acid). W celu krystalizacji ptytki suszono w temperaturze po-
kojowej, po czym poddano dziataniu lasera, a uzyskane w programie FlexControl wid-
ma masowe pordwnano z widmami referencyjnymi bazy danych MALDI BioTyper 3.1
(Bruker Daltonics) w zakresie masy czasteczkowej biatek 2-20 kDa (2,4). Zastosowano
nastepujace kryteria identyfikacji izolatéw w zalezno$ci od uzyskanego przedziatu ufnosci
wartos$ci score value: 2,300-3,000 — wysoce prawdopodobna identyfikacja gatunku; 2,000-
2,299 — prawdopodobna identyfikacja gatunku; 1,700-1,999 — prawdopodobna identyfika-
cja do rodzaju; 0,000-1,699 — niewiarygodna identyfikacja.

Izolacja genomowego DNA. Genomowe DNA izolowano z 48-godzinnych hodowli
bakterii na podtozu TSA z zastosowaniem komercyjnego zestawu Wizard Genomic DNA
Purification Kit (Promega) zgodnie z zaleceniami producenta. Stezenie oraz stopien czy-
stosci wyizolowanego DNA okreslono metodg spektrofotometryczng (BioPhotometer, Ep-
pendorf). Za kryterium czystosci przyjeto stosunek dtugosci fali 260 nm/280 nm o warto-
$ci mieszczacej si¢ w granicach 1,8-2,0.
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Sekwencjonowanie genu 16S rRNA. W celu potwierdzenia identyfikacji gatunko-
wej wynikow MALDI-TOF zastosowano reakcje PCR z wykorzystaniem starterow P2 (5’
ACGGCTACCTTGTTACGACTT 3°) oraz 63f-mod (5 GCCTAATACATGCAAGTC 3°)
wyznaczajacych do amplifikacji fragment genu 16S rRNA. Uzyskane produkty reakcji
PCR oczyszczano enzymatycznie z zastosowaniem komercyjnego zestawu ExoProStar,
zgodnie z zaleceniami producenta (GE Healthcare). Sekwencjonowanie wykonano przy
uzyciu zestawu BigDye® Terminator v.3.1 (Applied Biosystems). Produkty sekwencjo-
nowania rozdzielano w sekwenatorze kapilarnym 3730x]1 DNA Analyzer (Applied Biosy-
stems). Do analizy i interpretacji wynikdéw, uzyskanych w postaci fluorograméw, wyko-
rzystano program FinchTV (http://www.geospiza.com/Products/finchtv.shtml), a otrzyma-
ne sekwencje poréwnano z sekwencjami zdeponowanymi w GenBanku (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/genbank).

Amplifikacja fragmentéw genéw cpa oraz cpe. Fragmenty genéw kodujacych tok-
syn¢ alfa (cpa) oraz enterotoksyne (cpe) amplifikowano metoda duplex PCR stosujac dwie
pary starterow: PL3/PL7; PL145/PL146 oraz warunki reakcji amplifikacji opisane przez
Augustynowicz i wsp. (2002).

WYNIKI

Diagnostyka metodg MALDI-TOF. Wyniki MALDI-TOF, przedstawione w Tabeli I,
W oparciu o uzyskang wartos¢ score value > 2,000, tj. wskazujaca jako identyfikacje wyso-
ce prawdopodobng, pozwolily jednoznacznie przyporzadkowac gatunkowe dopasowanie
39 izolatow C. perfringens z 41 badanych. W przypadku izolatu 545 pozyskanego z prob-
ki katu, zaklasyfikowanego jako C. perfringens, uzyskana wartos$¢ score value wynosita
1,967, wskazujac na prawdopodobne przyporzadkowanie do rodzaju Clostridium. 1zolat
146 pozyskany z probki katu, zidentyfikowano jako Clostridium sporogenes, natomiast
izolat 527 pozyskany z probki zywnosci zidentyfikowano jako Propionibacterium acnes.

Sekwencjonowanie genu 16S rRNA. Dla wszystkich izolatéw wykonano sekwen-
cjonowanie fragmentu genu 16S rRNA. Po przeprowadzeniu analizy sekwencji stwierdzo-
no, iz sekwencje genu 16S rRNA byly w 100% identyczne z sekwencjami C. perfringens
zdeponowanymi w GeneBanku w 38 przypadkach, natomiast w przypadku izolatu 545
potwierdzono zgodnos¢ z sekwencja C. perfringens w 99%. Sekwencja fragmentu genu
16S rRNA izolatu 146 byta w 100% identyczna z sekwencja gatunku C. sporogenes, sek-
wencja genu 16S rRNA izolatu 527 byta w 99% identyczna z sekwencja gatunku P. acnes.

Wykrywanie genu cpa oraz cpe metoda duplex PCR. Gen cpa (Ryc.1) wykryto
u wszystkich 39 badanych izolatow, przyporzadkowanych do gatunku C. perfringens
metodg MALDI-TOF o wartos$ci score value w zakresie 2,382-1,967. Gen cpe wykryto
w probkach DNA 6 (15,4%) izolatow pochodzacych od chorych z objawami zatru¢ pokar-
mowych lub probek zywnosci.

W probkach DNA szczepow 146 1 527, ktore metoda sekwencjonowania 16S rRNA
zidentyfikowano, odpowiednio jako C. sporogenes i P. acnes, nie wykryto obecnosci zad-
nego z badanych fragmentéw genow.
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Tabela I. Wyniki identyfikacji izolatéw metoda MALDI-TOF, sekwencjonowania 16S rRNA oraz
oznaczania toksynotypu

Lp.

Numer
izolatu

Pochodzenie
szczepu

Gatunek (najlepsze
dopasowanie metoda
MALDI-TOF)/Wynik
sekwencjonowania*

Score
value

Obecno$¢
genu cpa

Obecnosé
genu cpe

344

Samodzielny
Publiczny Centralny
Szpital Kliniczny,
Warszawa

C. perfringens

2,219

416

Samodzielny
Publiczny Centralny
Szpital Kliniczny,
Warszawa

C. perfringens

2,373

417

Stacja Sanitarno-
Epidemiologiczna,
Krakow

C. perfringens

2,331

431

Stacja Sanitarno-
Epidemiologiczna,
Wroctaw

C. perfringens

2,361

543

Stacja Sanitarno-
Epidemiologiczna,
Wroctaw

C. perfringens

2,272

645

Samodzielny
Publiczny Centralny
Szpital Kliniczny,
Warszawa

C. perfringens

2,263

859

Samodzielny
Publiczny Centralny
Szpital Kliniczny,
Warszawa

C. perfringens

2,163

954

Samodzielny
Publiczny Centralny
Szpital Kliniczny,
Warszawa

C. perfringens

2,382

955

Samodzielny
Publiczny Centralny
Szpital Kliniczny,
Warszawa

C. perfringens

2,066

10

1001

Samodzielny
Publiczny Centralny
Szpital Kliniczny,
Warszawa

C. perfringens

2,235

11

1025

Stacja Sanitarno-
Epidemiologiczna,
Wroctaw

C. perfringens

2,344

12

1037

Stacja Sanitarno-
Epidemiologiczna,
Katowice

C. perfringens

2,108
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Samodzielny
Publiczny Centralny .
13 1270 Szpital Kliniczny, C. perfringens 2,27 +
Warszawa
Well Research
14 1116 | Laboratory C. perfringens 2,301 + +
Norwegia
Well Research
15 1121 Laboratory, C. perfringens 2,276 +
Norwegia
Instytut Pasteura, .
16 80 Pary? C. perfringens 2,235 +
Instytut Pasteura, .
17 233 Paryz C. perfringens 2,264 +
Instytut Pasteura, .
18 626 Pary? C. perfringens 2,325 +
Instytut Ceutanzino, .
19 629 Londyn C. perfringens 2,287 +
Instytut Wielka .
20 1172 Brytania C. perfringens 2,211 +
Well Research .
21 1126 Laboratory, Niemcy C. perfringens 2,364 +
Instytut
22 267 Eksperymentalny, C. perfringens 2,275 +
Moskwa
23| 211 |InstytutAlabama, C. perfringens 2,334 +
USA
24 150 nz C. perfringens 2,369 +
25 151 nz C. perfringens 3,316 +
26 286 nz C. perfringens 2,357 +
27 384 nz C. perfringens 2,371 +
28 478 nz C. perfringens 2,264 +
29 512 nz C. perfringens 2,152 +
30 526 nz C. perfringens 2,042 +
31 545 nz C. perfringens 1,967 +
32 547 nz C. perfringens 2,323 +
33 597 nz C. perfringens 2,157 +
34 926 nz C. perfringens 2,279 +
35 927 nz C. perfringens 2,253 +
36 928 nz C. perfringens 2,189 + +
37 958 nz C. perfringens 2,315 +
38 1266 |nz C. perfringens 2,366 + +
ATCC | Instytut Pasteura, .
39 CN3352 | Paryz C. perfringens 2,37 +
40 146 nz C. sporogenes 1,736 -
41 527 nz P. acnes 2,135 -

*jesli rozny niz wynik uzyskany metoda MALDI-TOF
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Ryc. 1. Przyktadowe wyniki reakcji duplex PCR probek DNA izolatow C. perfringens z zastosowaniem

dwoch par starteroéw PL3/PL7 oraz PL145/PL146: 1- izolat 1116, 2- 80, 3- 344, 4- 629, 5- 645,

6- 859, 7- 926, 8- 927, 9- 928, 10- 954, 11- 545; 12- 1001, 14- 1025, 15- 1037, 17- 1126,

18- 1172; inne gatunki: 13 — C. sporogenes; 16 — P. acnes; M- marker wielkosci Perfect 100 pz
DNA Ladder (EURX)

DYSKUSJA

Spektrometria masowa typu MALDI-TOF jest coraz czgéciej stosowana w diagno-
styce mikrobiologicznej. Czas potwierdzenia gatunkowej identyfikacji w poréwnaniu do
analiz biochemicznych uzyskiwany z jej zastosowaniem jest znacznie kroétszy (3,18). Istot-
ng zaleta metody jest takze niewielka ilos¢ materiatu niezbedna do analizy, tj. 1 kolonia
(10° komorek). Wiarygodnos¢ MALDI-TOF wiaze si¢ z dostepnym zakresem bazy danych
drobnoustrojoéw, czyli bazy widm referencyjnych (19). Pierwsze analizy MALDI-TOF
umozliwialy identyfikacj¢ zaledwie 51-61% gatunkow bakterii beztlenowych, co wigzato
si¢ ze zbyt uboga liczba widm referencyjnych (19). W ostatnich latach w wyniku powiek-
szenia baz danych i mozliwosci uzyskania wyniku w stosunkowo krétkim czasie, metoda
jest coraz powszechniej stosowana rowniez w diagnostyce bakterii rodzaju Clostridium
(19). Wigkszos¢ z nich dotyczy jednak szczepow Clostridium difficile (9,16). Badania Kiy-
osuke i wsp. (2015) potwierdzily nizsza sit¢ dyskryminujaca metody MALDI-TOF w sto-
sunku do rybotypowania metoda PCR w identyfikacji gatunku C. difficile.

Przydatno$¢ metody MALDI-TOF w identyfikacji C. perfiingens oceniono w grupie
41 archiwalnych szczepow izolowanych z préobek klinicznych od pacjentow wykazuja-
cych objawy zatrucia pokarmowego oraz z probek zywnosci. Badane szczepy stanowity
niepowiazane ze soba epidemiologicznie izolaty, przechowywane przez wiele lat w postaci
liofilizatow i zidentyfikowane do gatunku klasycznymi metodami fenotypowymi. Zasto-
sowanie MALDI BioTyper firmy Bruker — obecnie cz¢sto stosowanego systemu diagno-
stycznego w laboratoriach mikrobiologicznych, umozliwito potwierdzenie tozsamos$ci 39
szczepow C. perfringens zidentyfikowanych szereg lat temu metodami biochemicznymi.
W przypadkach watpliwych, wskazujacych na nieprawidtowa klasyfikacje do gatunku C.
perfringens, zastosowanie sekwencjonowania, umozliwito potwierdzenie wiarygodnej
identyfikacji izolatow 146, 527, 545 odpowiednio z sekwencja C. sporogenes, P. acnes i C.
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perfringens. Podobne wyniki potwierdzajace wiarygodnos¢ metody MALDI-TOF w przy-
padkach identyfikacji C. difficille izolowanych z probek klinicznych uzyskano z zastoso-
waniem innych systemoéw identyfikacji, tj. IVD lub SARAMIS (100% 1 91,7%) (9).

Pomimo tego, ze system MALDI-TOF stosowano dotychczas réwniez do badan we-
wnatrzgatunkowego pokrewienstwa (3,18), nasze wyniki badan podobnie do wczesniej
wykonanych przez Kiyosuke i wsp. (2015), tego nie potwierdzily. Badania 500 izolatow,
pozyskanych z probek klinicznych w 2015 roku w Szwecji wykonane przez Rizzardi
i Akerlund (2015) wykazaty obecnos¢ az 35 odmiennych typow. Réznice te mogg wynikaé
z liczby analizowanych szczepdw, czasu ich izolacji lub réznic populacyjnych wptywaja-
cych na poziom zmiennos$ci na danym obszarze geograficznym.

Rodzaj toksyny/toksyn wytwarzanych przez dany szczep C. perfringens warunkuje jego cho-
robotworczosé, dlatego tez okreslenie genotypu szczepu jest waznym elementem dobrze przepro-
wadzonej identyfikacji szczepu w celu potwierdzenia rozpoznania klinicznego (15). Identyfikacje
gatunkowa badanej grupy szczepéw potwierdzono metoda duplex PCR. Podobnie jak we wczes-
niejszych badaniach Augustynowicz i wsp. (2002) lub Wen i McClane (2004) potwierdzono obec-
nos¢ genu cpa w probkach DNA wszystkich izolatow zidentyfikowanych metoda MALDI-TOF
jako C. perfringens. Wykrywanie obecnosci genu cpe, laczonego z wytwarzaniem enterotoksyny
wykorzystano w pracy jako dodatkowe, posrednie narzedzie potwierdzajace zrédlo pochodzenia
badanych szczepow faczonych z zatruciami pokarmowymi. Obecnos$¢ genu cpe potwierdzono
w genomach 15,4% badanych szczepéw izolowanych od chorych z objawami zatru¢ pokarmo-
wych i1 probek zywnosci. W pismiennictwie dostgpne sg zréznicowane wyniki badan dotycza-
ce oceny czestosci wystepowania genu cpe w genomach szczepow C. perfringens izolowanych
z roznych zrodel, od 5-6% izolatow pozyskiwanych z probek klinicznych lub probek zywnosci
(11) do nawet 43% izolatow pochodzacych z probek pozyskiwanych w czasie epidemii (6).

PODSUMOWANIE

Przedstawione wyniki badan potwierdzity przydatno$¢ metody MALDI-TOF do iden-
tyfikacji gatunkowej szczepow C. perfringens. MALDI-TOF moze znalez¢ zastosowanie
w diagnostyce szczepdw izolowanych z probek klinicznych lub probek zywno$ci w bada-
niach ognisk epidemicznych zatru¢ pokarmowych o etiologii C. perfringens ze wzgledu na
szybkos¢ i stosunkowo proste wykonanie oznaczania tozsamosci gatunkowe;.
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