Enterotoksyny gronkowcowe.
Czesc Il. Europejska metoda
skriningowa i jej modyfikacje -

przyczyny i efekty

Jolanta G. Rola, Weronika Korpysa-Dzirba, Jacek Osek

z Zaktadu Higieny Zywnosci Pochodzenia Zwierzecego Pafistwowego Instytutu
Weterynaryjnego - Paristwowego Instytutu Badawczego w Putawach

edna z najczestszych przyczyn zatrué po-
karmowych na $wiecie sa cieptooporne
enterotoksyny (SE) wytwarzane przez ente-
rotoksyczne szczepy koagulazo-dodatnich
gronkowcéw. Epidemiologie tego schorze-
nia podano w pierwszej czesci pracy. Wy-
krycie enterotoksyn jest potwierdzeniem,
ze produkt spozywczy byl przyczyna gron-
kowcowego zatrucia pokarmowego (sta-
phylococcal food poisoning — SEPO). Ist-
nieja 3 rodzaje metod uzywanych do wy-
krywania enterotoksyn gronkowcowych
— préby biologiczne, testy oparte na biolo-
gii molekularnej i metody serologiczne. Re-
ferencyjna metoda wykrywania tych biatek
zostata opracowana przez éwczesne Unij-
ne Laboratorium Referencyjne ds. Mle-
ka i Produktéw Mlecznych zlokalizowa-
ne w Maisons-Alfort pod Paryzem (Com-
munity Reference Laboratory for Milk and
Milk products — CRL MMP) w 2000 r. Pro-
cedura ta przeszta dotad szereg modyfika-
¢ji, jednakze gltéwne etapy wykonania ba-
dania pozostaly niezmienione. Sg to:
1) ekstrakcja/zageszczanie probki,
2) detekcja metoda immunoenzymatyczna.
W pierwszej wersji metody do detek-
¢ji zalecano wykorzystanie metody ELISA
— Transia Plate. Test ten zostal okreslony
jako najbardziej odpowiedni do wykrywa-
nia enterotoksyn gronkowcowych sposréd
wszystkich dostepnych na rynku. Opinia
ta poprzedzona zostala przeprowadze-
niem badan miedzylaboratoryjnych, kt6-
rych celem byta walidacja testu Transia Pla-
te oraz okreslenie granic wykrywalnosci
SE dla produktéw najczesciej zwigzanych
z SFPO. W badaniach wzieto udziat 13 la-
boratoriéw, ktére poddaly analizie 4 rodza-
je produktéw: ser, rawioli, pieczarki i ma-
jonez. Probki mleczne zostaly sztucznie
zanieczyszczone enterotoksyna A na po-
ziomie 0, 0,5, 2 lub 5 ng/g, natomiast pozo-
state produkty zostaly sfortyfikowane tym
samym rodzajem enterotoksyny, w ilosci
0, 0,2, 0,8 lub 2 ng/g. Ponadto laboratoria
otrzymaly do zbadania hodowle enterotok-
sycznych szczepow S. aureus, jak réwniez
hodowle szczepu S. aureus niewytwarzaja-
cego enterotoksyn, ale produkujacego duze
ilosci bialka A oraz sama pozywke. Kazde

Zycie Weterynaryjne * 2012 « 87(9)

laboratorium mialo réwniez samodzielnie
sfortyfikowaé prébke mleka i gotowanego
miesa za pomocg zelatynowych kapsulek
zawierajacych mleko w proszku sztucznie
zanieczyszczone enterotoksyna A. Granica
wykrywalnosci dla probek zywnosci okre-
$lona na podstawie $rednich wynikéw uzy-
skanych przez uczestnikéw zostata wyzna-
czona na poziomie 0,5-1,5 ng/g. Opierajac
sie na rezultatach tych poréwnan miedzy-
laboratoryjnych, Francuska Agencja Nor-
malizacyjna (French Normalization Agency
— AFNOR) zatwierdzita test Transia Plate
do wykrywania enterotoksyn gronkowco-
wych w prébkach zywnosci (1).

W 2003 r. CRL MMP przeprowadzi-
o pierwsze miedzylaboratoryjne bada-
nia dla krajéw cztonkowskich Unii Euro-
pejskiej, majace na celu ocene mozliwosci
Krajowych Laboratoriéw Referencyjnych
(National Reference Laboratories — NRL)
wykrywania enterotoksyn gronkowcowych
w produktach mlecznych. Badania te wyko-
nano z prébkami liofilizowanego sera sfor-
tyfikowanego enterotoksyna gronkowco-
wa na dwdch poziomach zanieczyszczenia:
0,11 0,25 ng/g. Wszystkie laboratoria na-
deslaly wyniki satysfakcjonujace i tym sa-
mym udowodnily, Ze sa w stanie wykry-
wacé enterotoksyny gronkowcowe w pro-
duktach mlecznych (2).

W tym samym roku CRL MMP prze-
prowadzilo réwniez walidacyjne bada-
nia miedzylaboratoryjne, majace na celu
wstepng ocene przydatnosci testu Vi-
das SET 2 do wykrywania enterotoksyn
gronkowcowych w produktach mlecznych.
W badaniach tych uczestniczylo 9 NRL
oraz 7 francuskich laboratoriéw weteryna-
ryjnych. Cze$¢ z nich otrzymata do zbada-
nia prébki sera wyprodukowanego z mle-
ka krowiego, ktére nastepnie laboratoria
mialy samodzielnie sfortyfikowa¢ peletka-
mi zawierajacymi enterotoksyne C na po-
ziomach 0-0,25 oraz 0,5 ng/g, natomiast
pozostali uczestnicy otrzymali prébki sera
wyprodukowanego z mleka koziego, do sa-
modzielnej fortyfikacji peletkami zawie-
rajacymi enterotoksyne A na poziomach
0-1 i 2 ng/g. Badania zostaly wykonane
réwnolegle dwiema metodami detekcji:
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Staphylococcal food poisoning is one of the most
common foodborne disease resulted from ingestion
of staphylococcal enterotoxins (SEs) produced in food
by enterotoxigenic strains of Staphylococcus aureus.
As a common contaminant of milk and milk prod-
ucts, SEs are often involved in human outbreaks and
should be monitored regularly. In 2000, Community
Reference Laboratory (CRL) developed and transferred
to National Reference Laboratories (NRLs) a reference
method for detection of SEs. Since that time, the pro-
cedure known as European Screening Method (ESM)
has been modified several times. Those modifications
were validated by proficiency tests or interlaboratory
comparisons. At this moment version V of ESM dat-
ed on September 2010 is a current procedure for
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Transia Plate SE oraz Vidas SET 2. Anali-
za uzyskanych wynikéw wykazala, ze test
Vidas SET 2 ma taka sama czulos¢ oraz lep-
szq specyficznos¢ niz test Transia Plate SE.
Organizator stwierdzil jednak brak stabil-
nosci probek wykorzystanych do przepro-
wadzenia badan, w zwiazku z czym usta-
lono, ze test Vidas SET 2 nie zostanie na
tym etapie wprowadzony do europejskiej
metody skriningowej (European Screening
Method — ESM) jako alternatywa dla testu
Transia Plate SE i konieczne bedzie prze-
prowadzenie badan miedzylaboratoryj-
nych w celu pelnej walidacji testu Vidas
SET 2 (3). Zanim to nastapito, CRL MMP
przeprowadzilo wewnatrzlaboratoryjna
walidacje, majaca na celu oceneg przydat-
nosci obu testéw do detekeji enterotoksyn
gronkowcowych w naturalnie zanieczysz-
czonych produktach mlecznych.
Podczas tych badan analizie podda-
no 62 proébki mleka i produktéw mlecz-
nych, kiedy etap detekcji przeprowadza-
no, uzywajac obu ocenianych testéw, bez
wczesniejszej obrobki ekstraktéw oraz po
potraktowaniu ekstraktéw przed detekcja
kréliczymi przeciwciatami IgG, przyjmu-
jac technike ELISA jako metode odniesie-
nia. W pierwszym przypadku wzgledna do-
ktadnos¢ wyniosla 84 +9%, wzgledna czu-
to$¢ 67 £17%, a wzgledna specyficznos¢
100%, natomiast po potraktowaniu ekstrak-
tow przeciwcialami IgG, parametry te wy-
niosty odpowiednio 97 £3%, 91 £11% oraz
100%. Etap uzycia kréliczych przeciwcial
IgG mial na celu eliminacje wystepowania
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wynikéw falszywie dodatnich, ktérych
obecnos¢ zwiazana jest z biatkiem A, wy-
stepujacym u wiekszosci szczepow S. au-
reus. Bialko to ma powinowactwo do frag-
mentu Fc czasteczek IgG niektérych ga-
tunkéw zwierzat, np. myszy, krélikéw.
W testach immunoenzymatycznych sto-
suje sie najczesciej mysie przeciwciata
skierowane przeciwko konkretnym anty-
genom. Obecnos¢ biatka A stwarza nie-
bezpieczenstwo powstawania wynikéw
falszywie dodatnich poprzez wiazanie sie
do mysich przeciwcial oplaszczajacych
dotki na mikroplytce. Z tego tez wzgledu
wyeliminowanie tego rodzaju reakcji jest
niezwykle istotne. Stwierdzono, ze trakto-
wanie ekstraktéw kroliczymi przeciwcia-
fami IgG istotnie zmniejsza czesto$¢ wy-
stepowania wynikéw falszywie-dodatnich
(z 42 do 8%). Problem wystepowania takich
reakeji zwiazany z interakcja przeciwcial
z biatkiem A nie wystepuje w przypadku

stosowania testu Vidas SET 2, poniewaz sa
w nim uzywane inne rodzaje przeciwcial.
Poréwnujac obie metody detekc;ji, stwier-
dzono, ze wzgledne granice wykrywalno-
$ci enterotoksyn A, D i E sa podobne, jed-
nakze test Vidas SET 2 jest w stanie wy-
kry¢ enterotoksyne B na nizszym poziomie
niz test Transia Plate SE, odwrotnie niz
w przypadku enterotoksyny C. Analizu-
jac otrzymane wyniki, stwierdzono, ze za-
réwno test Transia Plate SE zastosowany
tacznie z kréliczymi przeciwciatami IgG,
jak i test Vidas SET 2 moga by¢ stosowa-
ne do wykrywania enterotoksyn gronkow-
cowych w mleku i produktach mlecznych
(4). W 2005 r. Francuska Agencja Bezpie-
czefistwa Zywnosci (AFSSA) opublikowa-
ta raport z poréwnania testéw Vidas SET2
i Transia Plate SE do wykrywania entero-
toksyn gronkowcowych w naturalnie zanie-
czyszczonych produktach mlecznych. Kon-
sekwencja przeprowadzonych badan bylo

Detekcja przy uzyciu testu
VIDAS SET 2

Rozdrobnié prébke lub jej reprezentatywng cze$¢ i odwazy¢ 25 g +0,1 g do zlewki.
W przypadku produktéw w proszku odwazy¢ 12,5 g probki
oraz 12,5 g wody lub postepowac zgodnie z instrukcja producenta

Dodaé do prébki 40 ml wody destylowanej lub dejonizowanej o temp. 38 +2°C,
zhomogenizowaé probke i wytrzgsaé w temp. pokojowej przez co najmniej 30 minut.
W przypadku produktéw ptynnych pomina¢ ten etap

Zakwasic probke przy uzyciu HCI do poziomu pH 3,5-4,0.
Odwirowaé probke przy 3130 g przez 15 minut
w temp. 4°C lub w temp. pokojowej

Zneutralizowac probke przy uzyciu NaOH do poziomu 7,4-7,6.
Odwirowaé probke przy 3130 g przez 15 minut
w temp. 4°C lub w temp. pokojowej

Przenies$¢ otrzymana faze wodng do membrany dializacyjnej, a nastepnie utozyé membrane
na tacy zawierajacej 30% roztwor glikolu polietylenowego.
Zageszczanie probki przeprowadzaé w temperaturze 5 +3°C przez noc

Odzyskaé zageszczony ekstrakt, uzywajac do tego celu roztworu PBS
dla produktéw mlecznych lub wody dejonizowanej dla innych produktéw.
Masa otrzymanego zageszczonego ekstraktu powinna wynosié 5,0-5,8 g

Detekcja przy uzyciu testu
Ridascreen SET Total

Ryc. 1. Wykrywanie enterotoksyn gronkowcowych w produktach zywno$ciowych - etapy postepowania (12)
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opracowanie drugiej wersji ESM, w ktérej
przed etapem detekcji dodano etap trakto-
wania zageszczonego ekstraktu otrzyma-
nego po dializie prébek, kroéliczymi prze-
ciwciatami IgG (5).

W celu pelnej walidacji testu Vidas
SET 2 do wykrywania enterotoksyn gron-
kowcowych w mleku i produktach mlecz-
nych CRL MMP zorganizowalo pod ko-
niec 2005 r. badania miedzylaboratoryjne
dla krajéw cztonkowskich Unii Europej-
skiej. W poréwnaniach tych udzial wzie-
fo 21 laboratoriéw, ktére mialy za zadanie
zbadac 6 liofilizowanych prébek sera oraz
3 zageszczone ekstrakty. Wskazano, ze etap
detekcji ma by¢ wykonany przy uzyciu te-
stu Vidas SET 2. Uzyskano 100% czulos¢
i specyficznosé, a co za tym idzie potwier-
dzono ostatecznie przydatno$c¢ testu Vidas
SET 2 do wykrywania enterotoksyn gron-
kowcowych, w zwiazku z czym trzecia wer-
sje ESM uzupetniono o mozliwos¢ wyko-
nania detekcji przy uzyciu tego testu (6).

W 2007 r. CRL MMP zostalo przeksztal-
cone w Unijne Laboratorium ds. Gronkow-
c6w Koagulazo-Dodatnich, w tym S. aureus
(EU Community Reference Laboratory for
Coagulase Positive Staphylococci, inclu-
ding Staphylococcus aureus — CRL CPS).
Uzupelniono réwniez ESM o punkt opi-
sujacy interferencje, jakie moga wystapi¢
w trakcie badania, szczegélnie w odniesie-
niu do produktéw mlecznych wytworzo-
nych z surowego mleka. Mleko niepod-
dane obrébce cieplnej oraz sery wypro-
dukowane z takiego mleka moga bowiem
zawierac fosfataze alkaliczna i laktoperok-
sydaze — enzymy, ktére moga indukowaé
falszywie dodatnie reakcje podczas etapu
detekcji. W procedurze zapisano, ze jezeli
otrzymano wynik dodatni po wykonaniu
detekcji testem Vidas SET 2 i zachodzi po-
dejrzenie, ze mogly wystapic interferencje
zwiazane z wystepowaniem alkalicznej fos-
fatazy w badanym produkcie, nalezy pod-
grzac zageszczony ekstrakt przez 2 minuty
w temperaturze 80°C i powtdrzy¢ detekeje
testem Vidas SET 2 lub wykonac¢ detekcje
przy uzyciu testu Transia Plate SE (bez
wczesniejszego podgrzewania ekstraktu).
Natomiast w przypadku otrzymania wyni-
ku dodatniego po wykonaniu detekcji te-
stem Transia Plate SE i gdy zachodzi po-
dejrzenie wystapienia interferencji zwig-
zanych z obecnoscia laktoperoksydazy,
nalezy przeprowadzi¢ nastepujaca prébe:
umiesci¢ 100 pl zageszczonego ekstraktu
poddanego dzialaniu kréliczych przeciw-
cial IgG w probéwce i dodac 50 pl substra-
tui50 pl chromogenu zawartych w zesta-
wie Transia Plate SE. Jezeli prébka zabar-
wi sig na kolor niebieskozielony, $wiadczy
to o obecnosci laktoperoksydazy w zagesz-
czonym ekstrakcie. W takim przypadku
nalezy powtdrzy¢ etap detekcji, uzywajac
testu Vidas SET 2 (7).
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Kolejna wersja ESM (8) zostala posze-
rzona i podzielona na czes¢ A, dotycza-
ca wykrywania enterotoksyn gronkowco-
wych w mleku i produktach mlecznych,
oraz cze$¢ B, odnoszaca sie do wykrywania
tych biatek w produktach innych niz mlecz-
ne. Cze$¢ A w poréwnaniu do poprzedniej
wersji ESM nie ulegla zmianie. W czesci B
opisano spos6b wykrywania enterotoksyn
gronkowcowych w produktach, takich jak:
owoce morza, skorupiaki, matze, produk-
ty miesne, produkty gotowe do spozycia,
warzywa oraz inne gotowe positki. Meto-
da ta sktada sie z 4 etapéw:

1) ekstrakcja/zageszczanie probki,

2) traktowanie zageszczonego ekstraktu
kréliczymi przeciwciatami IgG,

3) traktowanie zageszczonego ekstraktu
zestawem Transia Additive Raw Meat
Extraction (konieczne w przypadku
owocdéw morza oraz surowych badz
gotowanych produktéw miesnych),

4) detekcja z uzyciem Transia Plate SE.
Wersja z 2008 r., zostala nastepnie zmo-

dyfikowana w punkcie dotyczacym uwod-

nienia membrany do dializy, jak réwniez
dodano instruktaz postepowania w przy-
padku uzyskania wynikéw dodatnich, ktére
powinny zostac potwierdzone. W tym celu
probki moga by¢ wyslane do CRL CPS. Na-
lezy wtedy uzupelnic¢ i wystac jeden z zala-
czonych do ESM formularzy — w zalezno-
$ci od rodzaju badanego produktu, a na-
stepnie wysta¢ go razem z prébka, ktéra

ma zosta¢ potwierdzona (9).

W zwigzku z powtarzajacymi sie przy-
padkami uzyskiwania wynikéw falszywie
dodatnich i falszywie ujemnych po zasto-
sowaniu testu Transia Plate SE, CRL CPS
postawilo sobie za cel walidacje innego te-
stu ELISA, ktéry mégtby zastapi¢ aktual-
nie wykorzystywany zestaw Transia Plate.
Ocenie poddano test Ridascreen SET To-
tal. Wyniki jego wstepnej walidacji okaza-
ty sie by¢ satysfakcjonujace (wzgledna czu-
to$¢, specyficznosc¢ i dokladno$é wyniosta
97%), dlatego tez w wersji 4 ESM wycofano
test Transia Plate SE, a jego miejsce tym-
czasowo, w oczekiwaniu na pelng walida-
cje, zajal test Ridascreen SET Total. Jed-
nakze mozliwo$¢ wykorzystania testu Ri-
dascreen SET Total wprowadzono tylko
w przypadku badania produktéw mlecz-
nych, a wiec w czeéci A ESM, natomiast
w czesci B opisujacej sposéb badania pro-
duktéw innych niz mleczne nie uwzgled-
niono tej mozliwosci (10, 11).

Zaplanowane poréwnania miedzylabo-
ratoryjne, majace na celu walidacje meto-
dy Ridascreen SET Total, odbyly sie na po-
czatku 2011 r. Kazde z laboratoriéw mia-
fo za zadanie zbadanie 24 prébek, stosujac
wersje 5 ESM oraz obie zawarte tam me-
tody detekcji — Vidas SET 2 i Ridascreen
SET Total (rye. 1; 12). Udziat w badaniach
zadeklarowalo 20 krajowych laboratoriéw
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Tabela 1. Cechy charakterystyczne metody - wykrywanie enterotoksyn gronkowcowych w mleku i produktach

mlecznych
DC + Ridascreen SET Total (%) DC + Vidas SET 2 (%) AC (%)
Poziom zerowy SE=100 SE=100 100
Poziom niski SP=175 SP=98 72
Poziom wysoki SP=100 SP =100 100
Wszystkie poziomy - 91

DC - dializa/koncentracja, SP - czuto$é, SE - specyficznosé, AC - doktadnosé

Tabela 2. Cechy charakterystyczne metody - wykrywanie enterotoksyn gronkowcowych w zywno$ci innej niz

mleko i produkty mleczne

DC + Ridascreen SET Total (%) DC + Vidas SET 2 (%)
Poziom zerowy SE=96 SE=100
Poziom niski SP=93 SP =100
Poziom wysoki SP=100 SP=100

DC - dializa/koncentracja, SP - czuto$¢, SE - specyficznosé

referencyjnych, w tym Zaklad Higieny
Zywnoéci Pochodzenia Zwierzecego,
Panstwowego Instytutu Weterynaryjne-
go — Paiistwowego Instytutu Badawczego
(PIWet — PIB) w Putawach. Cze$¢ uczest-
niczacych laboratoriéw otrzymata prébki
sera, a cze$¢ prébki szynki (12, 13, 14, 15).
Do przygotowania prébek wykorzystano
naturalnie zanieczyszczony enterotoksy-
ng typu D ser z surowego mleka krowie-
go. Stezenie enterotoksyny okreslone wta-
sna metoda potwierdzajaca wynosito dla
trzech pozioméw zanieczyszczenia od-
powiednio 0, 0,04 i 0,26 ng/g. Walidacje
metody przeprowadzono zgodnie z nor-
ma EN ISO 16140, okreslajac jej czutosc¢,
specyficzno$¢ i dokladno$¢. Uzyskane wy-
niki nie moga by¢ jednak uznane za satys-
fakcjonujace, bowiem czulos¢ i doktad-
no$¢ dla niskiego poziomu zanieczysz-
czenia wyniosla odpowiednio 75 i 72%
(tab. 1; 13). Probki gotowanej szynki sfor-
tyfikowano enterotoksyna typu E na po-
ziomie odpowiednio 0, 0,5 i 1,25 ng/g.
Stwierdzono, Ze specyficzno$¢ i czuto$¢
metody Ridascreen SET Total wyznaczo-
na poprzez miedzylaboratoryjne badania
poréwnawcze byla poréwnywalna z uzy-
skang w badaniach wewnatrzlaborato-
ryjnych EURL CPS, a metoda moze by¢
stosowana do wykrywania enterotoksyn
w zywnosci innej niz mleko i produkty
mleczne (tab. 2; 14). Ze wzgledu jednak na
zbyt malg liczbe préobek w stosunku do za-
lecanej w normie EN ISO 16140 badania
walidacyjne beda kontynuowane. Nato-
miast rezultaty badan walidacyjnych me-
tody Vidas SET 2 wskazujg, ze metoda ta
ma wysoko satysfakcjonujaca specyficz-
nos$¢ i czuto$¢ (100%) i jest rekomendowa-
na do wykrywania enterotoksyn gronkow-
cowych takze w zywnosci innej niz mleko
i produkty mleczne (tab. 2; 15).
Wszystkie z opisanych powyzej wer-
sji ESM byly sukcesywnie wdrazane

w laboratorium Zaktadu Higieny Zywno-
$ci Pochodzenia Zwierzecego PIWet — PIB.
Ponadto, jako krajowe laboratorium refe-
rencyjne, Zaklad byl organizatorem ba-
dan bieglosci w zakresie wykrywania en-
terotoksyn gronkowcowych w latach 2008,
2009, 2010 oraz 2011.
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