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Staphylococcal enterotoxins in food - new
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In this article we aimed at the presentation of new
hazards of food poisoning. Enterotoxins produced by
Staphylococcus aureus are well recognized causative
agents of food poisoning, being also able to inter-
rupt human and animal immune responses. It has
been a major concern of the food industry and pub-
lic health for many decades, and great advances have
been made in regard to its prevention, treatment and
diagnosis. Only enterotoxins produced by Staphylo-
coccus aureus are as yet comprehensively described.
Compared to S. aureus, the enterotoxigenic poten-
tial of coagulase-negative staphylococci (CNS), has
not been well characterized. Enterotoxin-producing
CNS were already identified in sheep and goat milk,
sheep cheese and fermented sausages, nonetheless
the current status of knowledge is not sufficient to
draw definite conclusions on CNS food poisoning
potential. In recent years emetic properties of newly
identified staphylococcal enterotoxin-like toxins have
been elucidated, however currently used commercial-
ly available tests are dedicated to detect only five, so-
called ‘classical enterotoxins’ (SEA-SEE). Issue of en-
terotoxins production in various food matrices gained
increasing attention in the last decade.

Keywords: staphylococcal enterotoxins, food
poisoning, health hazard.

Enterotoksyny gronkowcowe stanowia
rodzine wydzielniczych biatek produ-
kowanych przez niektdre szczepy gronkow-
ca zlocistego (Staphylococcus aureus). Za-
licza sie je, wraz z niektérymi toksynami
bakterii z rodzaju Streptococcus, do gru-
py toksyn pirogennych. Enterotoksynom
gronkowcowym przypisuje sie udzial w pa-
togenezie alergii i choréb autoimmunolo-
gicznych. Przede wszystkim s3 one jednak
czynnikiem etiologicznym zespotu wstrza-
su toksycznego i zatru¢ pokarmowych (1,
2). Laczy je homologia sekwencji DNA
i podobienstwo struktury bialkowej. Masa
czasteczkowa enterotoksyn gronkowco-
wych waha si¢ od 22 do 29 kDa. Sg to bial-
ka o wysoce stabilnej strukturze, odporne
na dzialanie niskiego pH oraz wielu enzy-
moéw proteolitycznych, takich jak pepsy-
na, trypsyna, rennina (chymozyna) i papa-
ina, co umozliwia im zachowanie aktyw-
nosci biologicznej podczas przechodzenia
przez uklad pokarmowy. Dzieki znacznej
termooporno$ci wynikajacej ze struktu-
ry czwartorzedowej tych bialek, entero-
toksyny gronkowcowe nie ulegaja inakty-
wacji w procesie obrébki termicznej zyw-
nosci. Eksperymentalnie wykazano, ze
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termoopornos¢ enterotoksyn jest wyzsza
w $rodowisku Zywnosci niz w podlozach
mikrobiologicznych (3, 4).

Dotychczas opisano 23 enterotoksyny
gronkowcowe. Wsrdd nich wyréznia sie
czynniki zdolne do wywotania wymiotéw
u naczelnych tzw. enterotoksyny wlasciwe,
oznaczane skrétem SE (staphylococcal en-
terotoxin) i kolejnymi literami alfabetu (np.
SEA, SEB, SEC) oraz homologiczne czynni-
ki, ktére nie posiadaja wlasciwosci wymiot-
nych lub nie byly dotad pod tym wzgle-
dem badane, tzw. SEI’s (staphylococcal
enterotoxin-like toxins; 5). Pie¢ najwcze-
$niej odkrytych enterotoksyn gronkowco-
wych (SEA-SEE) okreslanych jest mianem
klasycznych (6). Wszystkie znane entero-
toksyny zaliczane sa do superantygenéw.
W odréznieniu od antygenéw konwencjo-
nalnych nie musza by¢ one przetwarzane
przez komorki prezentujace antygen, lecz
facza zewnetrzna strone rowka wiazace-
go antygeny czasteczki MHC II komoérki
prezentujacej oraz tarcuch VP receptora
limfocytéw T. W ten sposéb dochodzi do
niespecyficznej stymulacji limfocytéw T.
Szacuje sig, iz enterotoksyny gronkowco-
we w stezeniach rzedu kilku pg/ml moga
aktywowa¢ nawet 50% wszystkich limfo-
cytéw T w organizmie. Pobudzone dziata-
niem superantygenu limfocyty T wydzie-
laja nienaturalnie wielkie ilosci prozapal-
nych i immunomodulujacych cytokin, co
klinicznie objawia si¢ jako zesp6t wstrzg-
su toksycznego (toxic shock syndrome —
TSS; 1,7, 8).

S. aureus jest zdolny do produkcji en-
terotoksyn w szerokim zakresie tempera-
tur, tj. 10—46°C, aczkolwiek za optymalne
uwazane s3 temperatury 34—40°C. Na wy-
twarzanie enterotoksyn wplyw maja takze
takie parametry fizykochemiczne, jak ak-
tywno$¢ wody (a_), cisnienie osmotyczne
oraz kwasowo$¢ srodowiska. Za wartosci
graniczne przyjmuje si¢ a _ponizej 0,86, za-
solenie odpowiadajace 12% NaCl oraz pH
ponizej 5 i powyzej 9,6 (tab. 1; 9, 10, 11).

Do wywotania objawéw zatrucia wy-
starczy zawarto$¢ enterotoksyn w zyw-
nosci rzedu 0,5-1 ng/g (12, 13). Produkcja
enterotoksyn przez S. aureus moze rozpo-
czac sig dopiero po osiagnieciu okreslonej
gestosci populacji bakteryjnej lub tez prze-
biega¢ niezaleznie od zageszczenia bakte-
rii w §rodowisku. W pierwszym przypadku

méwimy o toksynach zaleznych od gestosci
populacji, co rejestrowane jest przez bak-
terie dzieki aktywnosci systemu Agr. Agr
jest jednym z najlepiej poznanych syste-
moéw regulatorowych S. aureus. Kontro-
luje on ekspresje genéw bialek wydziel-
niczych oraz bialek $ciany komoérkowej.
Aktywno$¢ Agr zmienia si¢ wraz ze zmia-
ng zageszczenia bakterii w §rodowisku, co
znane jest jako mechanizm wyczuwania
liczebnosci (quorum sensing; 14). Przyjmu-
je sie, ze toksyny zalezne od Agr (np. SEB,
SEC, SED) sa produkowane na poziomie
wykrywalnym standardowymi technika-
mi (testy ELISA), gdy populacja S. aureus
osiaga > 10° jtk/ml. Toksyny niezalezne
od Agr (np. SEA) moga by¢ wytwarzane
juz we wczesnych fazach wzrostu popu-
lacji bakteryjnej. Wykazano, ze SEA, kt6-
rej produkcja nie jest zalezna od Agr, wy-
krywana jest w zywnosci do$wiadczalnie
zanieczyszczanej S. aureus juz po 2 godzi-
nach inkubacji w 37°C (15, 16).
Enterotoksyny, jak wiele innych bakte-
ryjnych czynnikéw wirulencji, kodowane
sa przez geny zlokalizowane na tzw. do-
datkowych elementach genetycznych, kt6-
re najczesciej sa elementami ruchomymi,
co umozliwia ich przekazywanie na dro-
dze horyzontalnego transferu pomiedzy
szczepami, a nawet gatunkami bakterii (17).

Gronkowcowe zatrucia pokarmowe

Gronkowcowe zatrucie pokarmowe (sta-
phylococcal food poisoning — SFP) jest za-
burzeniem zwigzanym ze spozyciem zyw-
nosci zawierajacej enterotoksyny. Zywno-
$cia najczesciej powiazana z przypadkami
zatru¢ gronkowcowych jest mieso czer-
wone, mieso drobiowe i jego przetwory,
a takze ciasta, safatki i produkty mleczne
oraz zywno$¢ garmazeryjna, ktéra nara-
zona jest na kontaminacje enterotoksycz-
nymi szczepami S. aureus, ze wzgledu na
wielokrotny kontakt z dfoimi pracowni-
kéw podczas jej przygotowywania i sprze-
dazy (2, 18). Charakterystycznymi cecha-
mi gronkowcowego zatrucia pokarmowe-
go sa krotki okres inkubacji (od 30 minut
do 8 godzin) oraz gwaltowny przebieg (19).
Do gléwnych objawéw zalicza sie nudno-
$ci, nasilone wymioty i bolesno$¢ ze stro-
ny przewodu pokarmowego. Towarzy-
szy¢ im moga biegunka, umiarkowane

Zycie Weterynaryjne * 2015  90(5)



podwyzszenie temperatury ciata organi-
zmu oraz uczucie ogdlnego oslabienia (20).

Gronkowcowe zatrucia pokarmowe od
lat zajmuja czolowe miejsce w statystykach
wystepowania bakteryjnych zatrué¢ pokar-
mowych w Europie i Stanach Zjednoczo-
nych (20, 21). Pozycji tej nie oslabia nawet
znaczna liczba przypadkéw niediagnozo-
wanych, gdyz chorzy czesto nie zglasza-
ja sie po pomoc medyczna ze wzgledu na
krétki czas trwania choroby i jej samo-
ograniczajacy sie przebieg. Objawy zwykle
ustepuja samoistnie po 24—48 godzinach,
a powiklania zdarzaja sie rzadko i dotycza
najczesciej oséb starszych i dzieci (2, 23).
Hospitalizacji wymaga jednak blisko 10%
sposréd osob, u ktérych rozwina sie ob-
jawy zatrucia. Smiertelno$¢ nie przekra-
cza 0,03% (24).

Europejski Urzad ds. Bezpieczeristwa
Zywnosci (European Food Safety Authori-
ty — EFSA) w mysl dyrektywy 2003/99/EC
publikuje coroczne raporty uwzgledniajace
dane na temat zatru¢ pokarmowych, po-
zyskane od poszczeg6lnych panstw czlon-
kowskich UE.

Przepisy w zakresie badania zywnosci
w kierunku enterotoksyn gronkowcowych

Zgodnie z rozporzadzeniem Komisji (WE)
nr 1441/2007 zywno$cia badana w kierun-
ku enterotoksyn gronkowcowych sa: sery,
mleko w proszku i serwatka w proszku.
Produkty te rutynowo badane sg w kierun-
ku obecnosci koagulazo-dodatnich gron-
kowcéw w trakcie lub po zakoriczeniu pro-
cesu produkgcji, zaleznie od asortymentu.
Wskazaniem do badania produktéw na
obecno$¢ enterotoksyn jest przekroczenie
liczby gronkowcéw koagulazo-dodatnich
w badanym produkcie powyzej 10° jtk/g.
Metoda wykrywania enterotoksyn w zyw-
noéci jest zatwierdzona przez Unijne La-
boratorium Referencyjne ds. Gronkowcéw
Koagulazo-Dodatnich, w tym S. aureus (EU
Community Reference Laboratory for Co-
agulase-Positive Staphylococci, including
Staphylococcus aureus — CRL CPS) meto-
da przesiewowa oparta na testach immu-
noenzymatycznych VIDAS SET 2 i Rida-
screen SET Total (25). Testy te pozwalaja
na wykrycie 5 (tj. SEA-SEE) z 23 opisa-
nych dotychczas enterotoksyn i wymaga-
ja wieloetapowego przygotowania prébki.
Charakteryzuje je wysoka czuto$¢ i specy-
ficzno$¢, prostota wykonania i relatywnie
szybki wynik (tab. 2).
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Tabela 1. Warto$ci parametréw fizykochemicznych wptywajacych na wzrost i produkcje enterotoksyn przez S. aureus

Wzrost Produkcja enterotoksyn
Czynnik
Wartosci optymalne  Wartosci graniczne  Wartosci optymalne  Wartosci graniczne
Temperatura 35-41°C 6-48°C 34-40°C 10-46°C
pH 6,0-7,0 4,0-10,0 7,0-8,0 5,0-9,6
NaCl 0% 0-20% 0% 0-12%
A, 0,99 0,8520,99 0,99 0,86=0,99
Atmosfera tlenowa - tlenowa -

Diagnostyka gronkowcowych zatruc
pokarmowych, w odréznieniu od rutyno-
wych badan przesiewowych, jest bardziej
kompleksowa. Rozpoznanie gronkowcowe-
go zatrucia pokarmowego opiera si¢ zwy-
kle na stwierdzeniu przynajmniej 10° ko-
morek S. aureus w gramie badanej zywno-
$ci, detekcji enterotoksyn gronkowcowych
w badanej zywnosci i/lub wyizolowanie
tego samego szczepu S. aureus od chore-
go oraz Zzywnosci powigzanej z zatruciem
(21, 26). Obecno$¢ enterotoksyn w bada-
nej zywnosci, oprécz technik immuno-
enzymatycznych, moze zostaé potwier-
dzona prébami biologicznymi z uzyciem
zwierzat laboratoryjnych (malpa rezus,
ryjéwka domowa) lub linii komérkowych,
a takze za pomoca technik biologii mole-
kularnej (wykazanie genéw enterotoksyn
w genomach gronkowcédw wyizolowanych
z badanej zywnosci; 27, 28). Potwierdza-
jac gronkowcowe zatrucie pokarmowe,
nalezy mie¢ na uwadze niedostatki wspo-
mnianych metod. Dla przykladu, w zyw-
no$ci poddanej dziataniu wysokich tem-
peratur wytworzenie enterotoksyn moze
nastapic jeszcze przed jej ogrzaniem, ich
aktywno$¢ nie zmieni sie w wyniku obrébki
cieplnej, jednak komoérki gronkowca zto-
cistego ulegng inaktywacji. Posiew wyko-
nany z takiej probki zywno$ci w kierun-
ku S. aureus bedzie ujemny, lecz ze wzgle-
du na zawarto$¢ wczesniej wytworzonych
enterotoksyn bedzie ona stanowic¢ zagro-
zenie dla zdrowia ludzi. Niepowodzenie
izolacji S. aureus uniemozliwia tez detek-
cje genéw enterotoksyn technikami mo-
lekularnymi. Niezaleznie od mozliwych
trudnosci z pozyskaniem DNA do ozna-
czen molekularnych, nalezy zaznaczy¢, iz
samo stwierdzenie obecnosci genéw en-
terotoksyn nie oznacza zdolnosci do ich
wytwarzania, wiec detekcja genéw entero-
toksyn nie moze stanowic¢ jednoznaczne-
go potwierdzenia zwiazku Zywnosci z za-
truciem (21, 29).

Tabela 2. Komercyjne testy wykrywajace enterotoksyny w zywnosci - charakterystyka

Préby biologiczne przeprowadzane na
zwierzetach, celem okreslenia aktywnosci
wymiotnej enterotoksyn, pociagaja za soba
watpliwoséci natury etycznej, bedac takze
kosztochtonne. Aby przy doustnym po-
daniu enterotoksyny indukowa¢ wymioty
u zwierzat laboratoryjnych, wymagana jest
dawka przekraczajaca 200 ng/zwierze, co
znacznie przekracza szacowana ilo$¢ wy-
wolujaca objawy zatrucia u czlowieka (30,
31, 32). Dlatego tez préby na zwierzetach
nie wydaja sie odpowiednie do charakte-
ryzowania przypadkéw gronkowcowych
zatru¢ pokarmowych.

Wyniki najnowszych badan - impuls
do zmian?

Trzy zagadnienia skupily w ostatnich la-
tach szczegdlna uwage naukowcéw zaj-
mujacych sie wlasciwo$ciami enterotok-
syn gronkowcowych oraz ich wytwarza-
niem przez gronkowce. Pierwszym z tych
zagadnien jest zdolnos$¢ do produkcji en-
terotoksyn nie tylko przez koagulazo-do-
datnie gatunki rodzaju Staphylococcus, ale
takze przez gatunki koagulazo-ujemne. Do-
niesienia na temat takiej mozliwosci poja-
wialy sie w latach 50. i 70. XX w. (33, 34),
jednak ze wzgledu na brak doktadnych da-
nych podchodzono do nich sceptycznie.

Obecno$¢ enterotoksycznych gronkow-
céw koagulazo-ujemnych w mleku prze-
zuwaczy, zwlaszcza owiec i kéz, zostala
pézniej potwierdzona przez licznych ba-
daczy (35, 36, 37). Powszechne wystepo-
wanie tych mikroorganizméw w $rodo-
wisku zwigzanym z produkcja mleka oraz
fakt, ze koagulazo-ujemne gronkowce sa
drobnoustrojami najczesciej izolowany-
mi z przypadkéw mastitis u przezuwaczy
(38, 39, 40), sktania do podejmowania ba-
dan nad enterotoksycznoscia tych mikro-
organizmoéw.

Zdolnos$¢ wytwarzania enterotoksyn
gronkowcowych zostala potwierdzona

Test Technika badania Wykrywane enterotoksyny Czas badania* (h) Czutosé testu (ng/ml)
VIDAS SET 2 ELFA** SEA-SEE 1,5 0,25-0,5
Ridascreen ELISA*** SEA-SEE 2,5 0,1-0,75

* Nie obejmuje czasu ekstrakcji z probek; ** Enzyme Linked Fluorescent Assay; *** Enzyme Linked Immunosorbent Assay
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takze w przypadku szczepéw gronkow-
céw koagulazo-ujemnych wyosobnionych
z wedlin dojrzewajacych (41, 42). Entero-
toksyczne wlasciwosci stwierdzono na-
wet w szczepach gronkowcéw koagula-
zo-ujemnych wchodzgcych w skiad kultur
starterowych dodawanych, czesto w wyso-
kich stezeniach, do surowcéw miesnych
podczas produkgji kielbas dojrzewajacych
(43). Znaczacy udzial szczepéw zdolnych
do wytwarzania enterotoksyn stwierdzo-
no w badaniach przeprowadzonych na
szczepach gronkowcéw koagulazo-ujem-
nych pozyskanych od pracownikéw prze-
mystu spozywczego majacych bezposred-
ni kontakt z Zywno$cia (18). Pozwala to
przypuszczaé, ze w warunkach niespel-
niajacych wymogéw higienicznych ry-
zyko transmisji enterotoksycznych gron-
kowcéw koagulazo-ujemnych od ludzi do
zywnosci jest realne.

Wykazano réwniez, iz kliniczne izolaty
koagulazo-ujemnych gatunkéw Staphylo-
coccus sa zdolne do wytwarzania entero-
toksyn na poziomie wykrywalnym tech-
nikami serologicznymi (44, 45, 46). En-
terotoksyny gronkowcowe produkowaly
takze izolaty pozyskane od zwierzat to-
warzyszacych (47).

W 2011 r. potwierdzono obecno$¢ ge-
néw homologicznych do genéw entero-
toksyn S. aureus w genomie S. epidermi-
dis, koagulazo-ujemnego przedstawiciela
Staphylococcus spp., opisujac kompletng
sekwencje nukleotydowa gendéw kodujg-
cych enterotoksyny SEC i SEL (48).

W przypadkach zatrué, ktérych po-
twierdzenie i analiza opieraja si¢ na detekcji
termostabilnych enterotoksyn w zywnosci
przetworzonej termicznie, skad najczesciej
nie mozna wyosobni¢ zywych gronkow-
céw, ustalenie, czy wykryte w prébce en-
terotoksyny zostaly wytworzone przez
gronkowce koagulazo-ujemne, czy przez
S. aureus, nie jest mozliwe. Majac to na
uwadze, mozna przypuszczad, ze udzial
enterotoksycznych gronkowcéw koagula-
zo-ujemnych w rozwoju zatru¢ pokarmo-
wych jest prawdopodobny (49).

Druga istotna kwestia, ktéra moze przy-
czyni¢ si¢ do zmiany my$lenia o wykrywa-
niu enterotoksyn gronkowcowych w zyw-
nosci, zaréwno w aspekcie rozporzadzenia
1441/2007, jak i diagnostyki bakteryjnych
zatru¢ pokarmowych, jest ujawnienie wta-
$ciwosci wymiotnych nowo opisanych en-
terotoksyn. Jak wspomniano, w zakres
urzedowych badan wchodza obecnie
jedynie testy w kierunku enterotoksyn
SEA-SEE. Od dluzszego czasu wiadomo
jednak, ze takie enterotoksyny, jak SEG,
SEH, SEI, SER, SES i SET, réwniez maja
wlasdciwosci wymiotne (50, 51, 52). Ente-
rotoksyna SEH zostala zidentyfikowana
jako czynnik zbiorowych gronkowcowych
zatru¢ pokarmowych w Norwegii i Japonii

(53, 54). Badania przeprowadzone przez
Omoe i wsp. w 2013 r. (32) wykazaly, ze
réwniez enterotoksyny SEK, SEL, SEM,
SEN, SEOQ, SEP oraz SEQ po doustnym po-
daniu indukuja wymioty u malp (Macaca
Jascicularis). Pozwala to przypuszczad, ze
czynniki te odgrywaja role w rozwoju gron-
kowcowych zatru¢ pokarmowych.

Trzecim zagadnieniem, ktére w ostat-
nich latach stalo sie¢ przedmiotem inten-
sywnych badan, jest wytwarzanie en-
terotoksyn w zywnosci. Wieksza czes¢
dotychczasowej wiedzy o warunkach wy-
twarzania enterotoksyn gronkowcowych
uzyskano z badan prowadzonych na pod-
fozach mikrobiologicznych. Najnowsze
wyniki wykazuja jednak, ze srodowisko
zywnosci, jego parametry fizykochemicz-
ne oraz obecno$¢ mikroflory towarzyszg-
cej moze znaczaco modulowaé poziom
produkcji enterotoksyn w stosunku do
tego, co mozna zaobserwowa¢ w podto-
zach mikrobiologicznych (55). Badania te
dotyczyly w szczegdlnosci wytwarzania
enterotoksyny SEC w mleku. Stwierdzono
bowiem, ze szczepy S. aureus posiadajace
gen kodujacy SEC wystepuja z duza cze-
sto$cia wsrdd przezuwaczy oraz w §rodo-
wisku pozyskiwania mleka (56). Do$wiad-
czenia przeprowadzone przez Valihrach
i wsp. (57, 58) wykazaly, ze wytwarzanie
SEC w mleku, niezaleznie od rodzaju mle-
ka (mleko krowie, owcze, kozie), zawar-
toéci tluszczu czy zastosowanej obrébki
cieplnej (mleko w proszku, pasteryzowa-
ne, UHT), bylo na znaczaco nizszym po-
ziomie niz w standardowych pozywkach
laboratoryjnych. Stwierdzono, iz zaden
z kilkunastu badanych szczepéw S. aureus
nie wytworzyt w mleku SEC w ilo$ci, kté-
ra potrzebna jest do wywolania zatrucia
pokarmowego u ludzi. Badania Cretenet
i wsp. (59) wskazuja na niska zdolno$¢ do
wytwarzania SEC przez S. aureus rosnace
w serze. W przypadku enterotoksyny SEA
zaobserwowano, ze naturalna mikroflo-
ra mleka surowego wplywa na obnizenie
produkc;ji tej toksyny, przy jednoczesnym
braku zahamowania wzrostu S. aureus
(60). Zagadnienie produkcji enterotok-
syn gronkowcowych w mleku i jego prze-
tworach wymaga dalszych badan, cho¢by
ze wzgledu na niewielka liczbe scharakte-
ryzowanych szczepéw S. aureus (60, 61,
62) oraz réznice w zastosowanych meto-
dykach badawczych (63). Istnieja jednak
przeslanki pozwalajace przypuszczad, ze
mleko nie stanowi srodowiska korzystnie
wplywajacego na produkcje enterotoksyn
gronkowcowych.
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