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Enterotoksyczne szczepy gronkowcédw
sa jedna z najczestszych przyczyn za-
tru¢ pokarmowych u ludzi (1). Zdolno$¢
do wytwarzania enterotoksyn maja gtéw-
nie koagulazo-dodatnie izolaty nalezace do
rodzaju Staphylococcus, przede wszystkim
S. aureus. Jednakze istnieja réwniez szcze-
py gronkowcéw koagulazo-ujemnych, np.
S. epidermidis czy S. xylosus, ktore réwniez
maja zdolnosé¢ do wytwarzania tych czyn-
nikéw toksycznych. Dotychczas poznano
ponad 20 rodzajéow enterotoksyn gron-
kowcowych (2). Wszystkie one maja ak-
tywnos$¢ superantygenowa, ale tylko kilka
moze wywolywac objawy zatrucia pokar-
mowego, a co za tym idzie stanowi¢ nie-
bezpieczenistwo dla zdrowia konsumentdéw.
Najwieksze znaczenie w patogenezie intok-
sykacji pokarmowych u ludzi ma entero-
toksyna A (staphylococcal enterotoxin A
— SEA), ktéra jest odpowiedzialna za wy-
stapienie ponad 75% przypadkéw gron-
kowcowych zatru¢ pokarmowych (staphy-
lococcal food poisoning — SFP). W dalszej
kolejnosci istotna role odgrywaja réwniez
enterotoksyny B (SEB), C (SEC) i D (SED).

Ilos¢ enterotoksyny niezbedna do wy-
wolania objawéw chorobowych zalezy od
indywidualnej wrazliwosci osobniczej oraz
ogdlnego stanu zdrowia osoby zakazonej,
ale przyjmuje sie, ze dawka wywolujaca ob-
jawy zatrucia wynosi od 20 do 100 ng (3).
Intoksykacje na tle gronkowcowym cha-
rakteryzuja sie krétkim okresem inkubacji,
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wynoszacym juz od 30 minut do okoto

8 godzin (1). Dominujacymi objawami kli-

nicznymi sa: bél glowy, nudnosci i gwal-

towne wymioty, ktérym towarzysza bdle
brzucha i biegunka (2). Inne, czesto obser-
wowane symptomy obejmuja zawroty glo-
wy, dreszcze oraz ogélne ostabienie orga-
nizmu, niekiedy zwiazane z podwyzszona
temperatura ciata. W ciezszych przypad-
kach wystepuja réwniez béle glowy, uczu-
cie wyczerpania oraz obnizenie ci$nienia
krwi. Objawy dzialania enterotoksyn zwy-
kle samoistnie ustepuja po kilku lub kilku-
nastu godzinach (4). Najciezszy przebieg

SFP obserwuje sie u malych dzieci, oséb

starszych lub przyjmujacych leki immuno-

supresyjne. Enterotoksyny gronkowcowe,

w przeciwienstwie do bakterii S. aureus, sa

oporne na wysoka temperature, jak tez na

enzymy proteolityczne, odwodnienie, pro-
mieniowanie gamma oraz szeroki zakres
pH. Dzieki tym cechom nie sa dezaktywo-
wane podczas termicznej obrébki zywno-
$ci i pozostaja aktywne, podczas gdy bak-

terie S. aureus sa niszczone (1).

Aby doszto do gronkowcowego zatru-
cia pokarmowego, niezbedne jest zaistnie-
nie pieciu czynnikéw (2):

1. Zrédta zawierajacego enterotoksyczny
szczep gronkowca, np. czlowiek — no-
siciel, ktéry zanieczyszcza zywno$¢ na
réznych etapach jej produkcji, bydto
mleczne chore na gronkowcowe zapa-
lenie wymienia.
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. Przeniesienie gronkowcéw ze zrédla za-

kazenia do Zzywnosci, np. przy braku od-
powiedniej higieny w trakcie przygoto-
wywania lub przetwarzania zywnosci.

. Wasciwosci fizykochemiczne zywno-

$ci sprzyjajace namnazaniu sie¢ gron-
kowcéw i wytwarzaniu enterotoksyn,
np. pH, aktywnos¢ wody.

. Sprzyjajaca temperatura i odpowiednia

ilo§¢ czasu, umozliwiajaca namnazanie sie
gronkowcdw i wytwarzanie enterotoksyn.

. Spozycie zywno$ci zawierajgcej wystar-

czajaca do wywotania objawéw ilo$¢ en-
terotoksyny gronkowcowe;j.
Jak wspomniano wczesniej, za gronkow-

cowe zatrucia pokarmowe najczesciej odpo-
wiedzialna jest enterotoksyna A, a w mniej-
szym stopniu toksyny B, CiD. Do niedawna
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brak bylo danych epidemiologicznych wska-
zujacych na obecno$¢ innych niz wymie-
nione rodzajéw enterotoksyn gronkowco-
wych w przypadkach gronkowcowych za-
tru¢ pokarmowych u ludzi. Jednakze pod
koniec 2009 r. we Francji odnotowano 6 lo-
kalnych epidemii zatru¢ na tle gronkowco-
wym (staphylococcal food poisoning out-
breaks — SPFO), w ktérych zrédlem byla
toksyna znajdujaca sie w serach wyprodu-
kowanych z niepasteryzowanego mleka. Zo-
stalo to udowodnione w przypadku 3 epi-
demii, natomiast w przypadku pozostaltych
trzech ognisk mozliwe byto jedynie ustale-
nie, ze osoby, u ktérych pojawily sie objawy
zatrud na tle gronkowcowym spozywaly ten
sam rodzaj seréw, ktore zostaly potwierdzo-
ne jako zZrédlo zachorowan. W badanych se-
rach stwierdzono obecnos¢ koagulazo-do-
datnich gronkowcéw na poziomie powyzej
1,5 x 10°jtk/g, wystepowanie enterotoksyny
gronkowcowej E w ilosci od 0,36 do ponad
1,14 ng/g oraz obecno$¢ genu see, koduja-
cego enterotoksyne E w szczepach gron-
kowcéw wyizolowanych z seréw. Weze-
$niej przypadki zatru¢ wywolanych przez
ten rodzaj enterotoksyny odnotowywano
rzadko. W pi$miennictwie istnieja jedynie
doniesienia o pojedynczych przypadkach,
ktére wystapily na terenie Stanéw Zjedno-
czonych i Wielkiej Brytanii (5).

Potwierdzenie, ze przyczyna zatrucia
pokarmowego byly enterotoksyny gron-
kowcowe, zwykle odbywa sie poprzez wy-
krycie w zywno$ci poziomu zanieczyszcze-
nia S. aureus, co najmniej 10°jtk w gramie
lub mililitrze, identyfikacje samych entero-
toksyn gronkowcowych lub tez przez wy-
izolowanie tego samego szczepu S. aureus
od pacjenta oraz ze spozytej przez niego
zywnosci. W niektdrych przypadkach po-
twierdzenie gronkowcowej etiologii zatru-
cia pokarmowego jest szczegdlnie trudne
ze wzgledu na wrazliwo$¢ tych bakterii na
wysoka temperature oraz jednoczesnie ter-
moopornos$¢ samych enterotoksyn. Z tego
powodu, w odniesieniu do produktéw spo-
zywczych poddawanych obrébce termicz-
nej, enterotoksyny gronkowcowe moga po-
zostawac aktywne, podczas gdy komorki
S. aureus zostaja wyeliminowane. W ta-
kich przypadkach nie jest mozliwa cha-
rakterystyka ognisk zatru¢ enterotoksyna
gronkowcowa na podstawie analizy wyizo-
lowanego szczepu S. aureus. Oznaczanie
liczby koagulazo-dodatnich gronkowcéw
(coagulase positive staphylococci — CPS),
w tym S. aureus, odbywa sie przez posiew
na odpowiednie pozywki bakteryjne takie
jak agar Baird—Parkera wzbogacony lub nie
osoczem kroliczym (2).

Metody wykrywania enterotoksyn gron-
kowcowych mozna podzieli¢ na 3 grupy:
préby biologiczne, techniki biologii mole-
kularnej oraz testy immunologiczne. Pré-
by biologiczne, ze wzgledu na ograniczenia
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natury etycznej oraz niska czulo$¢, nie sa
obecnie wykorzystywane do charaktery-
styki SFPO. Metody biologii molekular-
nej zwykle opieraja si¢ na wykorzystaniu
techniki PCR i umozliwiaja wykrycie ge-
néw kodujacych SE w szczepach wyizo-
lowanych z zanieczyszczonej Zzywnosci.
Testy te maja jednak swoje ograniczenia.
Przede wszystkim niezbedna jest izola-
cja szczepu z Zywnosci, co nie zawsze jest
mozliwe, poza tym metody te umozliwia-
ja wykrycie gendw, ale nie daja informacji
co do ich ekspresji. Pomimo tych ograni-
czen, PCR jest specyficzna, czula i szybka
technika umozliwiajaca charakterystyke
S. aureus zwiazanych z SFPO. Najczesciej
jednak do wykrywania SE w Zywnosci sto-
suje sie techniki immunologiczne, np. ELI-
SA, ELFA (enzyme-linked fluorescent as-
say), RPLA (reverse passive latex aggluti-
nation). Uzycie tych metod jest trudne ze
wzgledu na ich dosy¢ niska czulo$¢ i spe-
cyficznos$c. Ze wzgledéw ekonomicznych
dostepne sa przeciwciala skierowane jedy-
nie przeciwko niektérym rodzajom SE, dla-
tego tez testy te umozliwiaja wykrycie tyl-
ko pieciu odmian enterotoksyn: SEA — SEE
lub w przypadku RPLA jedynie czterech:
SEA — SED. Ponadto problemem jest po-
jawianie sie¢ wynikéw falszywie dodatnich
w przypadku niektérych rodzajéw matryc
zywnos$ciowych, jak réwniez zwiazanych
z obecno$cia biatka A oraz endogennych
enzymow, takich jak laktoperoksydaza czy
fosfataza alkaliczna. W celu zwiekszenia
czulosci niezbedne jest zageszczenie eks-
traktu przed etapem detekcji. Metoda po-
zytywnie zaopiniowana do tego celu przez
Laboratorium Referencyjne Unii Europej-
skiej (EURL) ds. gronkowcéw koagulazo-
-dodatnich, w tym S. aureus, jest zagesz-
czanie poprzez dialize (1, 6). W celu pel-
nej charakterystyki SFPO Iaczy sie coraz
czes$ciej zaréwno techniki immunologicz-
nem, jak i molekularne. Badania przepro-
wadzone we Francji w latach 1981-2002 na
178 szczepach S. aureus wykazaly 84%
zgodno$¢ pomiedzy wynikami uzyskany-
mi technika PCR a tymi otrzymanymi na
podstawie technik immunologicznych (2).

Ze wzgledu na ograniczenia wymienio-
nych testéw coraz wieksze zainteresowa-
nie budzi wykorzystanie metod opartych
na technikach fizykochemicznych. Wsréd
nich szczegélnie obiecujaca wydaje sie
spektrometria mas (mass spectrometry —
MS). Jest to jedna z najczulszych dostep-
nych obecnie metod, ktéra umozliwia szyb-
ka i specyficzna analize prébki pod katem
wystepowania oraz ilo§ciowej oceny ente-
rotoksyn gronkowcowych. Biorac pod uwa-
ge badanie zywnosci, utrudnienie w wyko-
rzystaniu tego rodzaju technik stanowi wy-
stepowanie w matrycy, oprocz docelowego
biatka, réwniez innych czgstek, ktére moga
wplyna¢ na wynik. Dlatego tez kluczowy

pozostaje etap przygotowania prébki do
badania. Metoda stanowiaca potaczenie
chromatografii cieczowej z detekcja ESI/
MS (electrospray ionization mass spec-
trometry) zostala z powodzeniem wyko-
rzystana do ilo§ciowego oznaczenia SEA
w naturalnie zanieczyszczonych prébkach
sera oraz w dochodzeniu epidemiologicz-
nym dotyczacym epidemii zatrucia po-
karmowego we Francji. W EURL stwier-
dzono, ze metoda oparta na MS pozba-
wiona jest ograniczen, jakie wystepuja
w przypadku zastosowania techniki ELISA,
jednakze koszt wykonania jednej analizy
jest ponaddwukrotnie wyzszy niz w przy-
padku badan serologicznych. Z tego tez
wzgledu ELISA pozostaje zlotym standar-
dem w analizie zywnosci pod katem wy-
stepowania w niej enterotoksyn gronkow-
cowych, natomiast metody fizykochemicz-
ne moga stanowic jej uzupelnienie (2, 7).

Organem zajmujacym sie oceng ryzy-
ka w zakresie bezpieczenstwa zywnosci
i pasz w Unii Europejskiej jest Europej-
ski Urzad ds. Bezpieczefistwa Zywnosci
(EFSA). Od 2005 r. publikuje on corocz-
nie raporty dotyczace wystepowania cho-
réb odzwierzecych (zoonoz) u ludzi oraz
ich czynnikéw etiologicznych. W pierw-
szym roku raportowania jedynie 7 krajow
czlonkowskich Unii Europejskiej zglosito
wystapienie na ich terytorium przypadkéw
SFPO (n=36; 8). Natomiast dane pochodza-
ce z 2006 r. méwig o wystapieniu 236 epi-
demii SFP sposréd odnotowanych 5807
(4,1%) masowych zatru¢ pokarmowych.
Wiecej przypadkéw epidemii stwierdzo-
no jedynie w przypadku zatru¢ wywota-
nych przez Salmonella spp. (59,3%), wiru-
sy (10,2%) oraz Campylobacter spp. (6,9%;
9). Obszerny rozdzial dotyczacy toksyn
bakteryjnych zostal zamieszczony w ra-
porcie EFSA w 2009 r., obejmujacy epi-
demie zatru¢ pokarmowych na tle toksyn
bakteryjnych wystepujacych na terenie UE
w 2007 r. Wedtug zawartych tam informa-
¢ji, pochodzacych z 16 krajow UE, ente-
rotoksyny gronkowcowe byly czynnikiem
odpowiedzialnym za 258 epidemii gron-
kowcowych zatru¢ pokarmowych, z czego
182 byly to epidemie poddane weryfikacji,
gdzie potwierdzono, ze czynnikiem etiolo-
gicznym byly enterotoksyny wytworzone
przez S. aureus. Stanowi to 4,6% wszystkich
odnotowanych na ternie Unii Europejskiej
masowych zatru¢ pokarmowych. Ponad-
to w 2 krajach niebedacych cztonkami UE
stwierdzono 8 epidemii SFP. Z danych tych
wynika, ze najwiecej masowych zachoro-
wari o potwierdzonej etiologii gronkowco-
wej odnotowano we Francji — 131 przypad-
kéw. W Polsce statystyki méwia o 4 przy-
padkach tego rodzaju epidemii, natomiast
na terenie Niemiec, Wtoch, Portugalii Sto-
wenii i Wielkiej Brytanii nie odnotowano
tego typu zachorowarn.
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Jedna z opisanych szczeg6towo epidemii
wystapila w Belgii, gdzie na obozie letnim
u 15 0séb, wérdd ktdrych byly zaréwno dzie-
ci, jak i osoby doroste, wkrétce po spozyciu
positku pojawily sie nudnosci, wymioty i bie-
gunka. W dochodzeniu epidemiologicznym
analizie poddano prébki resztek wszystkich
produktéw, ktére byly wezesniej spozywane
przez osoby z zatruciem pokarmowym. Byly
to prébki mleka, hamburgeréw, sera, keczu-
pu oraz makaronu. Ponadto pobrano réw-
niez prébki hamburgeréw z supermarketu,
majace taka sama date produkcji, jak spozy-
wane przez osoby chore, jak réwniez prébki
z zaktadu produkcyjnego. W hamburgerach
podanych na obozie stwierdzono duze ilosci
S. aureus oraz wykryto obecno$¢ gronkowco-
wej enterotoksyny A. Natomiast w probkach
pochodzacych z supermarketu oraz z zakladu
produkcyjnego réwniez wykryto wysoka licz-
be S. aureus, jednak nie stwierdzono samych
enterotoksyn gronkowcowych. Wszystkie wy-
izolowane szczepy S. aureus poddano typo-
waniu molekularnemu metoda PFGE (pul-
se field gel electrophoresis) i stwierdzono, ze
nalezaly one do tej samej grupy klonalnej, co
jednoznacznie wskazalo zaklad produkcyjny
jako zrédlo zanieczyszczenia. W dochodze-
niu epidemiologicznym wykazano, ze system
chlodzacy, ktérego zadaniem bylo schlodze-
nie gotowych hamburgerdéw, byl zanieczysz-
czony przez S. aureus (10).

Wedlug raportu EFSA w 2008 r. toksyny
bakteryjne byly odpowiedzialne za 525 spo-
$rod 5332 zgloszonych epidemii zatruc po-
karmowych (9,8%), co stawia je na trzecim
miejscu po epidemiach wywolanych przez
Salmonella spp. (35,4%) i wirusy (13,1%).
Wsréd toksyn bakteryjnych enterotoksy-
ny gronkowcowe byly odpowiedzialne za
291 sposrdd 525 zidentyfikowanych epide-
mii zatru¢ pokarmowych (55,4%). Masowe
zatrucia na tym tle stanowily 5,5% wszyst-
kich epidemii zatru¢ pokarmowych (11).
Wedlug ostatniego opublikowanego rapor-
tu EFSA, zawierajacego dane z 2009 r. (12),
toksyny bakteryjne byly odpowiedzialne za
okolo 15% wszystkich przypadkéw zatru¢
pokarmowych odnotowanych w krajach
Unii Europejskiej. Ogétem stwierdzono
558 epidemii zatru¢ pokarmowych wywo-
tanych przez toksyny bakteryjne, co stano-
wi 10,1% wszystkich epidemii w UE. Jedynie
39,1% epidemii na tle toksyn bakteryjnych
zostalo poddanych weryfikacji. Opierajac sie
na danych pochodzacych z 18 krajéw czlon-
kowskich UE, w sumie stwierdzono 293 epi-
demie wywolane przez S. aureus. Wsréd
nich 88 masowych zachorowan (30%) pod-
dano szczegdélowej weryfikacji i stwierdzo-
no 978 przypadkéw gronkowcowych zatrué
pokarmowych, z czego 165 os6b bylo hospi-
talizowanych, a 2 osoby zmarly. Pozostale
205 epidemii (70%) niepoddanych weryfi-
kacji okreslono jako prawdopodobnie zatru-
cia wywolane przez S. aureus i wéréd nich
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Tabela 1. Produkty zwiazane z gronkowcowymi zatruciami pokarmowymi - wg raportu EFSA za 2009 r. (12)

Rodzaje produktow

Udziat w wywotywaniu zatrué gronkowcowych (%)

Sery 21,6
Wyroby garmazeryjne 15,9
Migso drobiowe i produkty pochodne 5,7
Produkty piekarnicze 4,5
Mieso brojleréw (Gallus gallus) i produkty pochodne 3,4
Produkty mleczne z wyjatkiem serow 3,4
Ryby i produkty rybne 3,4
Migso wotowe i produkty pochodne 23
Mieko 2,3
Warzywa i produkty pochodne 2,3
Nieznane 11,4
Inne produkty, np. jaja, matze, skorupiaki, orzechy, migdaty 18,2

stwierdzono 1693 przypadki SFPO, z kt6-
rych 138 dotyczylo pacjentéw wymagaja-
cych hospitalizacji, a jedna osoba zmarfa.
Najwiekszy odsetek epidemii SFPO wywo-
tany byl przez sery (21,6%) oraz przez wy-
roby garmazeryjne (15,9% tab. 1).

Z danych Narodowego Instytutu Zdrowia
Publicznego — Paristwowego Zakladu Higie-
ny wynika, ze w Polsce na przestrzeni kilku
ostatnich lat odnotowuje sie kilkadziesiagt do
kilkuset przypadkéw SFP. Od 2005 r. mozna
zaobserwowac tendencje spadkowa zaréw-
no co liczby bakteryjnych zatru¢ pokarmo-
wych, jak réwniez w stosunku do intoksyka-
¢ji gronkowcowych. Najwieksza liczbe przy-
padkéw zatru¢ pokarmowych wywotanych
przez enterotoksyny gronkowcowe w latach
2005-2009 odnotowano w 2005 r. i wynosi-
ta ona 658 przypadkéw. Przez kolejne 4 lata
liczba ta zmniejszala sie, a w 2009 r. stwier-
dzono 146 przypadkéw zachorowar. Najcze-
$ciej przypadki SFP odnotowywano w wo-
jewodztwie zachodniopomorskim, ktére
w latach 2005, 2006 i 2007 stanowily niemal
polowe wszystkich SFPO w Polsce. W woje-
wodztwach $wietokrzyskim i podkarpackim,
w okresie 2005—2009, nie odnotowano zad-
nego przypadku SFP. Najwieksza liczbe SFP
stwierdza si¢ w miesigcach letnich, w drugim,
a szczegOlnie w trzecim kwartale roku (13).

Zgodnie z obowiazujacymi kryte-
riami mikrobiologicznymi, zapisanymi
w rozporzadzeniu Komisji (WE) nr
2073/2005 z 15 listopada 2005 r. w pro-
duktach, takich jak sery, mleko w prosz-
ku i serwatka w proszku, gdy spodziewa-
na liczba S. aureus w czasie procesu pro-
dukcji bedzie wyzsza niz 10° jtk/g, istnieje
obowiazek przeprowadzenia badan w kie-
runku obecnosci enterotoksyn gronkow-
cowych. W rozporzadzeniu tym, meto-
da wskazang jako referencyjna w zakresie
wykrywania enterotoksyn gronkowco-
wych, jest Europejska Metoda Skriningo-
wa. Aktualnie obowigzuje wersja 5 meto-
dy z wrzeénia 2010 r. (14, 15).

W czesci drugiej tego opracowania
zostang przedstawione dane dotyczace
walidacji, poprzez badania wewnatrz-

i zewnatrzlaboratoryjne, oraz optymalizacji
europejskiej metody skriningowej (ESM)
wykrywania enterotoksyn gronkowcowych.
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