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Summary

Staphylococcal food poisoning results from ingestion of food contaminated with toxins produced by
enterotoxigenic Staphylococcus aureus strains. Common symptoms of this intoxication include vomiting,
diarrhea, and abdominal cramps. Staphylococcal enterotoxins are resistant to heat and a number of
environmental factors. Certain cheeses, milk powder, and whey powder are the only foodstuffs that are being
routinely examined for the presence of staphylococcal enterotoxins SEA-SEE. The newly identified enterotoxins
are not included in the current examination scheme. Enterotoxin-producing staphylococci were already
isolated from meat, meat products, milk, dairy products, fermented food products, vegetables, pastries and
fish products. It has been demonstrated that many environmental factors associated with food processing and
storage can significantly influence the level of secreted enterotoxins by S. aureus strains. Nevertheless, only
a few studies on the production of staphylococcal enterotoxins were conducted in foodstuffs. Most data on
their expression is based on experiments performed with a low number of S. aureus strains, and usually only
SEA-SEE enterotoxins are investigated. These results inclined many authors to the conclusion that milk and
dairy products are unfavorable environments for expression of staphylococcal enterotoxins. However, recent
research has indicated a significant heterogeneity in the ability of enterotoxin production in milk among S.
aureus strains derived from diverse sources. S. aureus strains able to secrete high levels of enterotoxins in milk
and meat juice were described. This research indicates that a high number of S. aureus strains should be used
for studying staphylococcal enterotoxins expression in food. It seems to be the appropriate way to assess the
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risk of staphylococcal food poisoning.
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Gronkowcowe zatrucia pokarmowe

Jednym z wielu zagrozen bezpieczenstwa zywnosci
sa gronkowcowe zatrucia pokarmowe. Sg one wy-
wolywane przez spozycie produktow zawierajacych
enterotoksyny wytwarzane przez niektore szczepy
gronkowca ztocistego (Staphylococcus aureus). Typo-
we symptomy takich zatruc¢ Wystqpujq Zazwyczaj po
0,5-8 godzinach od spozycia i obejmuja wymioty, kto-
rym moze towarzyszy¢ biegunka oraz bolesne skurcze
migs$ni gladkich przewodu pokarmowego. Poczatek
wystepowania objawow 1 ich charakter zalezg od
ilosci spozytej toksyny i indywidualnej wrazliwosci
osoby. Ze wzgledu na szybki okres rekonwalescencji
1 niezglaszanie przypadkow gronkowcowych zatru¢
pokarmowych dane dotyczace liczby przypadkow
tych zatru¢ mogg by¢ zanizone (21). Europejski Urzad
ds. Bezpieczenstwa Zywnosci (EFSA) corocznie pu-
blikuje raporty dotyczace m.in. przypadkow zatru¢
pokarmowych odnotowanych w 32 panstwach Europy.

W 20151. S. aureus byt odpowiedzialny za 434 (10,1%)
sposrod 4362 zewidencjonowanych przypadkow zatru¢
pokarmowych, z czego zdecydowana wigkszos$¢ miata
miejsce we Francji (91,7%). Fakt ten moze wigzac si¢
z wysokim poziomem spozycia serOw przez mieszkan-
cow tego kraju. Zaobserwowano niewielkg tendencje
wzrostowa w poréwnaniu z rokiem poprzednim, gdzie
liczba zgloszonych przypadkéw w Europie wynosita
393 (http://www.efsa.europa.eu/en/publications).

Enterotoksyny wytwarzane przez S. aureus

Enterotoksyny gronkowcowe naleza do rodziny
gronkowcowych i paciorkowcowych egzotoksyn
pirogennych. Enterotoksyny sa biatkami o masie
molekularnej 24-28 kDa, posiadajacymi pojedynczy
fancuch polipeptydowy. Sa rozpuszczalne w wodzie
1 roztworach soli. Charakteryzujg si¢ wysoka stabilno-
$cig termiczng 1 odpornoscig na dziatanie wielu czynni-
koéw srodowiska, np. niskiego pH, ktore moze niszczy¢
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komorki S. aureus. Enterotoksyny gronkowcowe nie
ulegaja hydrolizie w obecnosci enzymow proteohtycz-
nych, takich jak: trypsyna, pepsyna, papaina, rennina
1 chymotrypsyna. Z tych wzgledoéw enterotoksyny
pozostaja aktywne w trakcie procesu przetwarzania
zywnosci, jak tez w trakcie przechodzenia przez uktad
pokarmowy cztowieka (7). Dotychczas opisano 23 en-
terotoksyny gronkowcowe, ktorych nazwy sg tworzone
poprzez dodawanie kolejnych liter alfabetu do skrétu
SE (Staphylococcal Enterotoxin), tj. SEA-SELY (31).

S. aureus ma zdolno$¢ wytwarzania enterotoksyn
w zakresie temperatury 10-46°C, z optimum przypa-
dajacym na 34-40°C. Do czynnikow wptywajacych na
wytwarzanie enterotoksyn zalicza si¢ takze: odczyn
srodowiska, jego aktywnos¢ wodna (a, ), stezenie soli,
natlenienie, potencjat oksydoredukcyjny oraz obecno$¢
mikroflory towarzyszacej. Za wartosci graniczne dla
wytwarzania enterotoksyn gronkowcowych uznano pH
ponizej 5 1 powyzej 9,6, a, nie mniejsza niz 0,86 oraz
stezenie NaCl powyzej 12% (1). Z uwagi na obszerno$¢
tematu poleca si¢ inne prace przegladowe dotyczace
opisu biatek z rodziny 1 wtasciwosci enterotoksyn
gronkowcowych (4, 33).

Wykrywanie enterotoksyn gronkowcowych
w zywnosci

W $wietle Rozporzadzenia Komisji Europejskiej
(WE) nr 1441/2007 w zywno$ci wykrywa si¢ 5 naj-
wczesniej opisanych enterotoksyn gronkowcowych
(SEA-SEE), okreslanych mianem toksyn klasycznych.
Badanie to dotyczy wytacznie niektérych serow, mleka
w proszku i serwatki w proszku. W produktach tych
rutynowo oznacza si¢ stopien zanieczyszczenia gron-
kowcami koagulazo-dodatnimi. W przypadkach, gdy
ich liczba przewyzsza 10° jtk/g, produkt poddaje si¢
badaniu na obecnos¢ enterotoksyn. Metoda wykrywa-
nia enterotoksyn w zywnosci jest zatwierdzona przez
Laboratorium Referencyjne Unii Europejskiej ds.
Gronkowcow Koagulazo-Dodatnich, w tym S. aureus
(EU Reference Laboratory for Coagulase-Positive
Staphylococci, including Staphylococcus aureus —
EURLCPS) metoda przesiewowa oparta na testach
immunoenzymatycznych VIDAS SET 2 1 Ridascreen
SET Total (38). Testy te pozwalaja na detekcje entero-
toksyn SEA-SEE, wymagajac wieloetapowego przy-
gotowania probki. Charakteryzuje je wysoka czuto$¢
1 specyficzno$¢, prostota wykonania oraz relatywnie
szybki wynik, jednak w pewnych sytuacjach obecne
procedury zapewnienia bezpieczenstwa zywnosci
dotyczacego obecnosci enterotoksyn gronkowcowych
mogg si¢ wydac niedostateczne. Mozliwe jest bowiem
niestwierdzenie obecnosci S. aureus w produkcie, ktory
moze zawiera¢ enterotoksyny. Znaczaca redukcja ko-
morek S. aureus nastgpuje juz w trakcie ogrzewania
w temperaturze 65°C, wiec standardowa obrobka ciepl-
na powinna catkowicie eliminowac obecno$¢ tych bak-
terii w wielu produktach. Enterotoksyny sg natomiast
czynnikami wysoce termoodpornymi, zachowujgcymi
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aktywno$¢ biologiczng mimo ogrzewania. Mogg zatem
przetrwac pasteryzacje¢, a nawet sterylizacje produktow.
Za najbardziej cieptooporng uznano enterotoksyne B,
ktorej obecnos¢ stwierdzano nawet w probkach zyw-
nosci sterylizowanych przez 20 minut w temperaturze
121°C (26, 30, 40).

Enterotoksyczne szczepy S. aureus byly izolowane
z wielu produktéw spozywczych, m.in. mi¢sa i pro-
duktéw miegsnych, mleka i jego przetwordw, zywno-
$ci fermentowanej, warzyw, wyrobow cukierniczych
z kremem i produktow rybnych (21). W USA opisano
przypadek zbiorowego zatrucia na skutek spozycia
mleka o smaku czekoladowym zanieczyszczonego
enterotoksyng gronkowcowa. Przyczyna byto przecho-
wywanie mleka przed etapem pasteryzacji w tempera-
turze wyzszej niz warunki chlodnicze przez 4-5 godzin.
Proces pasteryzacji unieszkodliwil komorki S. aureus,
nie wyeliminowat jednak wytworzonych wcze$niej
enterotoksyn (12).

Aktywno$¢ wymiotna enterotoksyn gronkowcowych

Dotychczas nie zostaly doktadnie okreslone st¢zenia
enterotoksyn gronkowcowych, ktérych spozycie wywo-
huje wymioty. Zwigzane jest to z brakiem odpowiednie-
go modelu zwierzgcego, ktory odzwierciedlatby prze-
bieg zatrucia zachodzacego u czlowieka. Poszczegdlne
gatunki zwierzat wykazuja rozny stopien wrazliwosci
na dziatanie enterotoksyn gronkowcowych. Uwaza sig,
ze najwyzsza wrazliwoscia charakteryzuje si¢ cztowiek
(6). Obecnie do badan wykorzystuje si¢ malpy Macaca
fascicularis oraz ryjdéwka domowego (Suncus murinus),
ssaka nalezacego do rodziny ryjowkowatych (15, 28).
Wykorzystywanie malp wigze si¢ z wysokimi kosztami
1 pocigga za sobg watpliwos$ci natury etycznej. W eks-
perymentach przeprowadzonych na matpach, przy
doustnym lub dootrzewnowym podaniu enterotoksyn
A, B, C, D oraz E ustalono, ze do wywolania efektu
wymiotnego konieczne jest podanie zwierzeciu od 5
do 20 pg enterotoksyny (6). Badania przeprowadzone
dotychczas wskazuja, ze aktywno$¢ wymiotna ente-
rotoksyn klasycznych jest nawet 2-krotnie wyzsza niz
nowo opisanych czynnikow (28). Prace przeprowadzo-
ne przez Hu 1 wsp. (15) na Suncus murinus wykazaty
znaczace zroznicowanie efektu wymiotnego biatek
rodziny enterotoksyn. W wyniku dootrzewnowej in-
iekcji toksyn wykazano, ze dawki indukujgce wymioty
u ryjowka domowego sg istotnie nizsze dla SEA, SEE
i SEI w porownaniu do SEB, SEC,, SED, SEG oraz
SEH. Wykazano, iz na aktywno$¢ wymiotng toksyn
duzy wplyw wywiera sposob ich podania. Stwierdzono
bowiem, iz warto$¢ ED_ (Effective dose — dawka wy-
wolujaca efekt u 50% osobnikow) dla enterotoksyny A
przy podaniu dootrzewnowym S. murinus byta niemal
11-krotnie nizsza niz przy podaniu doustnym. W bada-
niach efektu wymiotnego enterotoksyn wykorzystuje
si¢ zardwno biatka natywne, jak 1 rekombinowane, gdyz
przypuszcza si¢, ze posiadajg one zblizong aktywnos¢
biologiczng (16).
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Dane zebrane przez Hennekinne i wsp. (14) na
podstawie analizy przypadkow zbiorowych zatruc
gronkowcowych wskazuja, iz dawka enterotoksyn wy-
starczajaca do wywotania wymiotdw moze zawierac si¢
w bardzo szerokim zakresie. Dla dorostego cztowieka
wynosi ona 10-20 pg, natomiast w przypadku osob
wrazliwych wystarczy spozycie 1 pug enterotoksyny
gronkowcowej. Analiza niektorych przypadkow zbio-
rowych zatru¢ gronkowcowych zwigzanych z produk-
tami na bazie mleka zanieczyszczonymi enterotoksyng
A pozwolita wskaza¢ najnizsze dawki gronkowcowe;j
toksyny powodujace wymioty. Stezenia SEA wy-
tworzone przez szczepy S. aureus odpowiedzialne
za zatrucia zwigzane z tg toksyng wynosily zaledwie
0,5-2 ng/ml (11, 12). Sa to dawki znacznie nizsze niz
te oszacowane w probach biologicznych przeprowa-
dzonych na zwierzetach (28).

Regulacja ekspresji enterotoksyn gronkowcowych

Poziom wytwarzania enterotoksyn gronkowcowych
wykazuje roznorodnos¢ zalezng od rodzaju toksyny,
otoczenia genetycznego i sposobu regulacp ekspresji
genu toksyny (7). Uwaza si¢, iz najwazniejszym sys-
temem kontrolujagcym ekspresj¢ czynnikow wirulencji
u S. aureus jest dwusktadnikowy system regulacyjny
agr (accessory gene regulator). Operon agr sktada si¢
z dwoch jednostek transkrypcyjnych, RNAII i RNAIIT
(27). Transkrypt RNAII koduje system wyczuwania
liczebnos$ci (quorum sensing) sktadajacy si¢ z gendw:
agrA, agrB, agrC oraz agrD. AgrC jest zlokalizowanym
w btonie komorkowej biatkiem sensorowym, ktérego
aktywacja zachodzi w momencie, gdy st¢zenie induk-
tora w srodowisku, bedacego w przypadku S. aureus
cyklicznym tiolaktonem, osigga pewng krytyczna
wartos¢. AgrD jest propeptydem, z ktorego w efekcie
proteolizy wydzielana jest na zewnatrz komorki bak-
terii czasteczka induktora. Zwigzanie induktora przez
AgrC prowadzi do fosforylacji biatka ArgA, ktore
wigze si¢ z promotorem P2 kontrolujagcym transkrypt
RNAII oraz P3 kontrolujacym RNAIIL. Transkrypt
RNAIIIL, ktory jest efektorem systemu agr, reguluje
ekspresj¢ wielu genow kodujacych czynniki wirulen-
cji, posiadajac w swym obrgbie takze sekwencje genu
kodujacego hemolizyne & (hld). W trakcie trwania
hodowli bakteryjnej, kiedy wzrasta liczba komorek,
dochodzi do aktywacji sytemu agr, co pociaga za
sobg wzrost poziomu RNAIIL. Podwyzszony poziom
RNAIII wptywa na zwigkszenie transkrypcji gendéw
wielu bialek wydzielniczych i obnizenie transkrypcji
biatek zwigzanych ze Sciang komorkowa.

System agr podlega autoregulacji zaleznej od
AgrA, a takze regulacji zaleznej od SarA (50). SarA
(Staphylococcal accessory regulator) jest czynnikiem
transkrypcyjnym, ktory, oddziatujac z agr, prowadzi do
jego aktywacji i tym samym posredniej regulacji genow
znajdujacych si¢ pod kontrolg agr. SarA moze wigzac
si¢ do regionéw promotorowych gendéw kodujacych
czynniki wirulencji aktywujac (np. biatko wiazace
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fibrynogen) lub hamujac ich transkrypcje (np. gronkow-
cowe biatko A) (27). SarA oddziatuje rowniez z innym
czynnikiem regulatorowym, jakim jest Rot (Repressor
of toxin). Poczatkowo biatku temu przypisano efekt
odwrotny do agr, tj. hamowanie ekspresji egzotoksyn
i indukowanie syntezy sktadnikow $ciany komorko-
wej, jednak badania przeprowadzone przez Sato’o
1 wsp. (41) dowiodty, ze w przypadku enterotoksyny
H czynnik Rot petni funkcje regulatora pozytywnego.

Wiadomo obecnie, ze ekspresja takich enterotok-
syn, jak B, C, D oraz R, jest regulowana przez agr.
AktywaCJa transkrypcp genow koduj qcych te toksyny
przypada na pdzng faze¢ logarytmiczng i utrzymuje si¢
w fazie stacjonarnej (9, 23). Natomiast toksyny SEA,
SEH oraz SE1J prawdopodobnie sg wytwarzane nieza—
leznie od agr z uwagi na to, iz ich transkrypty stwierdza
si¢ gtownie podczas fazy wzrostu logarytmicznego
(22). Na ekspresje genu sea wptyw wywierajg warunki
hodowli i jest ona bezposrednio powiqzana ze zmiana-
mi gestosci populacji bakteryjnej. Uwaza sig, iz sposob
regulacji wytwarzama toksyn moze wplywac na stopien
zagrozenia bezpieczenstwa zywnosci ze strony tych
czynnikdéw. Enterotoksyny zalezne od agr moga by¢
wytworzone dopiero po przekroczeniu przez komorki
S. aureus pewnej liczby, najczesciej szacowanej na
10° jtk/ml. Z tego wzgledu ich produkcja moze mieé
miejsce tylko w srodowiskach sprzyjajacych wzrostowi
S. aureus. W warunkach niekorzystnych dla wzrostu,
w ktorych liczba bakterii nie jest w stanie przekroczy¢
granicy pozwalajacej na aktywacj¢ agr, nie powinno
dochodzi¢ do kumulacji enterotoksyn w zanieczysz-
czonym produkcie.

Enterotoksyny, ktorych ekspresja nie jest regulo-
wana przez agr, np. SEA, moga by¢ wytwarzane juz
na wczesnym etaple wzrostu populacji bakteryjnej
Obecnos¢ SEA w zywnosci stwierdzono juz po 2 go-
dzinach inkubacji w temperaturze 37°C (36). W tym
przypadku mozliwe jest kumulowanie si¢ toksyny przez
dowolnie dlugi czas, nawet jesli warunki nie sprzy-
jaja osiaganiu przez gronkowce wysokiego poziomu
wzrostu ze wzgledu na chtodzenie produktu lub state
rozcienczanie surowcem.

Uktady modelowe w badaniach wytwarzania
enterotoksyn gronkowcowych w zywnosci

Niewiele sposréd dotychczas opublikowanych
prac dotyczy badan nad mozliwo$cig wytwarzania
enterotoksyn gronkowcowych przez szczepy S. au-
reus rozwijajace si¢ w zywnosci. Wyniki dotychczas
opublikowanych wskazuja na silny zwigzek miedzy
warunkami srodowiska a poziomem produkcji toksyn
(42). Wiadomo, iz sktad ilosciowy oraz Jakoscwwy
surowcow zwierzgcych moze by¢ istotnie zrdéznico-
wany. Dotyczy to zwlaszcza wystepowania naturalne;j
mikroflory, ktorej sktad moze r6zni¢ si¢ w zaleznos$ci
od partii produktow zawierajacych te sktadniki. Z tego
tez wzgledu badacze najche¢tniej wybierajg uktady
modelowe, ktore najwierniej odzwierciedlaja warun-
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ki panujace w zywnosci, zapewniajac jednoczesnie
mozliwos$¢ badania ekspresji enterotoksyn w uprosz-
czonych i kontrolowanych warunkach, pozwalajacych
unikna¢ nieprzewidzianych oddziatywan. Mleko, sery
oraz wyroby migsne sg produktami czesto zwigzanymi
z przypadkami gronkowcowych zatru¢ pokarmowych.
Badacze najcze¢$ciej postuguja si¢ komercyjnie dostep-
nym mlekiem krowim o zmiennej zawartosci thuszczu
(0-3,5%), poddanym procesom pasteryzacji lub steryli-
zacji UHT lub mlekiem w proszku poddanym uwodnie-
niu, co eliminuje obecno$¢ naturalnej mikroflory mleka
(17,45, 47). Sery natomiast, jako produkty stale, moga
posiada¢ bardziej skomplikowany sktad i strukture.
Istnieje tez wiele rodzajow serow uzyskiwanych w zto-
zonych procesach produkc;ji (7). Aby bada¢ wirulencje
1 metabolizm szczepow S. aureus, Cretenet 1 wsp. (8)
wykorzystali przesacz uzyskany w wyniku ultrafiltra-
cji produktéw wytworzonych w typowych procesach
produkcji serow migkkich i pottwardych uzyskiwanych
we Francji. Z kolei Zeleny 1 wsp. (52) jako srodowisko
wzrostu bakterii zastosowali uwodniony liofilizat sera
Tomme de Savoie, jednak w obydwu przypadkach opi-
sany model sera nie odzwierciedlal rzeczywistej konsy-
stencji 1 struktury produktu. Badania przeprowadzone
przez Fleurot i wsp. (13) uwzglednily dynamike zmian
fizykochemicznych i wptyw czynnikow biotycznych,
ktoére maja miejsce w produkcji serow dojrzewajacych.
Badacze ci odtworzyli proces wytwarzania sera z pa-
steryzowanego mleka z dodatkiem kultur starterowych.
Poprzez zastosowanie znacznikow fluorescencyjnych
1 mikroskopu konfokalnego wizualizowali rozmiesz-
czenie zardwno mikroorganizmow starterowych, jak
1S. aureus w serze oraz badali ekspresje genow kodu-
chych czynmkl wirulencji oraz toksyny. W analizie
zagrozenia, jakie obecnos¢ S. aureus stwarza w wyro-
bach migsnych, postugiwano si¢ modelami kietbas oraz
wedlin sporzadzanych w warunkach laboratoryjnych.
W jednym z modeli wykorzystano surowe, mielone
migso wieprzowe, wzbogacone o sktadniki wchodzace
w sktad receptury kietbasy. Tak przygotowang miesza-
ning¢ umieszczano w ostonkach stuzacych do produkcji
kietbas lub w szalkach Petriego (3, 39). Pozwalato to na
inokulacj¢ migsa bakteriami i sledzenie rozwoju 1 pro-
dukcji enterotoksyn w calej objetosci produktu. W ba-
daniach stosowano rowniez wycigg migsny uzyskany
z surowego migsa mielonego (35, 44). Zeaki 1 wsp.
(51) wykorzystali pakowane prozniowo frankfurterki,
umieszczane w sterylnych, plastikowych workach
strunowych, umozliwiajacych bezposrednig homoge-
nizacje w urzadzeniu typu Stomacher. Frankfurterki
postuzyly do badah wytwarzania enterotoksyn gron-
kowcowych w efekcie powierzchniowej inokulacji tych
wedlin szczepami S. aureus. Podobne doswiadczenia
prowadzono stosujac jako model wedliny w plastrach,
takie jak: szynka gotowana, szynka wedzona, surowa
szynka Serrano oraz salami z dodatkiem czarnego pie-
przu (24, 49). Alibayov 1 wsp. (2) prowadzili badania
dotyczace wytwarzania enterotoksyn gronkowcowych
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stosujgc model szynki wieprzowej i drobiowej oraz
salami wolowego. Produktow tych nie poddawano
procesom fermentacji, zatem nie zawieraty one kultur
starterowych. Wedliny rozdrabniano, inokulowano
enterotoksycznymi szczepami S. aureus 1 inkubowano
w szalkach Petriego. Modele te postuzyty do badan
wytwarzania gronkowcowych enterotoksyn A, C oraz
D, a takze wplywu eksperymentalnej mikroflory na
wzrost 1 wirulencj¢ S. aureus, jednak eksperymenty te
dotycza tylko wybranych produktow spozywczych po-
chodzenia zwierzgcego, zostaly zawezone do okreslo-
nych warunkéw 1 uktadow doswiadczalnych, 1 stanowia
zdecydowang mniejszos¢ wsrod prac poswieconych
zagrozeniu, jakie S. aureus moze stanowi¢ w Zywnosci.

Wytwarzanie enterotoksyn gronkowcowych
w Zywnosci

Dotychczasowe badania wskazuja, iz wytwarzanie
enterotoksyn przez S. aureus przebiega¢ moze w réozny
sposob, w zaleznosci od tego, czy szczepy hodowane sg
w zywnosci, czy w podtozach mikrobiologicznych (42).
Produkty spozywcze stanowig bardzo ztozone srodowi-
sko, w ktorym zaré6wno czynniki wewngtrzne (pH, a,,
obecnos¢ konserwantdéw i1 mikroflory towarzyszacej),
jak 1 czynniki zewnetrzne towarzyszace przetwarzaniu
1 przechowywaniu zywnosci (np. temperatura, zmiany
odczynu, promieniowanie) moga wywiera¢ wplyw
na poziom wytwarzania enterotoksyn przez szczepy
S. aureus. W wielu eksperymentach in vitro komorki
S. aureus rozwijajg si¢ w zawiesinie, a ich hodowle
stanowig monokulture, co nie uwzglednia mozliwosci
oddzialywania z pozostala mikroflorg Zywnosci.

Dowiedziono, iz wzrost S. aureus w mleku indukuje
ekspresje innych gendow niz w trakcie wzrostu w pod-
tozu mikrobiologicznym. W komorkach S. aureus
hodowanych w mleku zaobserwowano rozwinigcie si¢
opornosci na fagocytozg oraz zwigkszenie wirulencji
w modelu mysim. Stwierdzono, iz w trakcie wzrostu
S. aureus w mleku dochodzi do indukcji genow zwia-
zanych z synteza nukleotydéw i sktadnikow Sciany
komorkowej oraz metabolizmem weglowodanow
(20). W efekcie wzrasta stopien sieciowania peptydo-
glikanu 1 zwigkszenie grubosci $ciany komorkowe;.
Konsekwencja tych zmian jest utrata wrazliwosci ko-
morek S. aureus hodowanych w mleku na lizostafing,
bakteryjny enzym stosowany w laboratoriach do lizy
komorek gronkowcow. Cecha ta znacznie utrudnia
analiz¢ bialek 1 kwasow nukleinowych gronkowcow
rozwijajacych sie¢ w mleku (7, 34). Wykazano takze,
iz termostabilnos¢ niektorych enterotoksyn jest wyzsza
w zywnosci niz w pozywkach mlkroblologlcznych (5)

Badajac produkc_]f; enterotoksyny A w Zywnosc1
stwierdzono, iz szczep S. aureus 10zwijajacy si¢ w se-
rze typu Camembert wytworzyt te toksyng w stezeniu
Znaczaco nizszym niz w trakcie wzrostu w przetwo-
rzonym migsie wieprzowym (25, 49). Cretenet 1 wsp.
(8) prowadzili hodowle szczepu S. aureus MW?2 posia-
dajacego geny enterotoksyn sea, sec, seg, seh, sel oraz
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sek wraz ze szczepem Lactococcus lactis w podtozu
mikrobiologicznym i modelowym serze. Stwierdzono,
iz SEA byla wydzielana w serze na poziomie podobnym
jak w pozywce mikrobiologicznej, w serze natomiast
nie stwierdzono obecnosci SEC. Niskie st¢zenia SEC
wydzielane przez S. aureus podczas wytwarzania
sera potwierdzity rowniez badania Otero 1 wsp. (32).
Enterotoksyn¢ C wymienia si¢ jako najczestsza przy-
czyne gronkowcowych zatru¢ pokarmowych spowo-
dowanych spozyciem zanieczyszczonego mleka i pro-
duktow mlecznych (43), jednak wyniki najnowszych
badan wskazuja mleko jako niekorzystne srodowisko
dla produkcji enterotoksyn przez szczepy S. aureus,
chociaz dane dotycza jedynie enterotoksyn C, D, H
oraz R (17, 46-48). W pracach Hunt i wsp. (17) nie
stwierdzono obecnosci SEC w hodowli S. aureus w nie-
pasteryzowanym mleku po 72 godzinach. Produkcja
enterotoksyny C w mleku pordwnana byla takze z jej
wytwarzaniem w podtozu mikrobiologicznym dla 14
szczepow S. aureus (47). Dowiedziono, ze 1lo$¢ uwol-
nionej toksyny byta znaczaco nizsza w mleku. Po 48
godzinach hodowli szczepu S. aureus w mleku stezenie
SEC bylo, w zaleznosci od szczepu, 2- do 1100-krot-
nie nizsze niz w trakcie hodowli w ptynnym podtozu
mikrobiologicznym, zas szczep osiggat zblizone liczby
w obydwu $rodowiskach.

Badania nad wytwarzaniem enterotoksyny D w szyn-
ce wykazaty, iz w wyniku 5-dniowej hodowli szczepu
S. aureus dochodzito do kumulacji SED w ilosci wy-
starczajace] do wywolania gronkowcowego zatrucia
pokarmowego (24). Wallin-Carlquist 1 wsp. (49) badali
wytwarzanie enterotoksyny A przez szczep S. aureus
hodowany przez 7 dni w temperaturze pokojowe;j
w podtozu mikrobiologicznym oraz na powierzchni
4 roznych produktow wytworzonych z migsa wie-
przowego (szynka gotowana, szynka wedzona, surowa
szynka Serrano, salami z dodatkiem czarnego pieprzu).
W pozywce mikrobiologicznej najwyzsze stezenie
SEA zaobserwowano w momencie wejscia hodowli
bakteryjnej w stacjonarng faze wzrostu. W trakcie
wzrostu w szynce gotowanej badany szczep wytwo-
rzyl najwigcej SEA w trzecim dniu inkubacji, po czym
zaobserwowano stopniowe zmniejszanie si¢ st¢zenia
toksyny. Dla wyjasnienia obserwowanego spadku
stezenia SEA zaproponowano mozliwo$¢ utraty wia-
sciwosci immunogennych toksyny lub jej degradacje
przez proteazy wytwarzane przez bakterie kwasu mle-
kowego. W szynce wedzonej badany szczep S. aureus
wytwarzat SEA az do siddmego dnia hodowli, jednak
W nizszym st¢zeniu niz w szynce gotowanej. Szynka
Serrano, ze wzgledu na niska warto$¢ a,, wysoka
zawartos$¢ soli 1 thuszczu oraz obecnos¢ mikroflory
towarzyszacej okazata si¢ Srodowiskiem niesprzyja-
jacym wytwarzaniu SEA. Zwigkszenie st¢zenia tej
enterotoksyny zaobserwowano dopiero w 5.-7. dniu
hodowli. Nie stwierdzono wzrostu badanego szczepu
S. aureus w salami z dodatkiem czarnego pieprzu.
Przyczyna byly prawdopodobnie antybakteryjne wia-
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sciwosci pieprzu wchodzacego w sktad tej wedliny.
Badacze podkreslili roznice miedzy podtozem mikro-
biologicznym a migsem jako $rodowiskiem rozwoju
bakterii. Migso stanowi zlozong matryce, w ktorej
moze dochodzi¢ do immobilizacji mikroorganizméw
1 tworzenia przez nie biofilmu (10). Alibayov 1 wsp.
(2) stwierdzili, iz enterotoksyczne szczepy S. aureus
wytwarzaja enterotoksyng¢ C na znaczaco réznych
poziomach w produktach migsnych, takich jak szynka
wieprzowa 1 drobiowa oraz salami wotowe. Niektore
z badanych szczepow uwolnity 60 razy wigcej SEC
w efekcie hodowli w plynnym podtozu mikrobiolo-
gicznym niz w szynce z indyka oraz 750 razy wiecej
w szynce z mig¢sa kurczaka niz w szynce z indyka po
72 godzinach inkubacji, pomimo osiggnigcia przez
bakterie zblizonej liczby w kazdym z tych $rodowisk.

W produktach migsnych zaobserwowano znaczng
heterogennos¢ populacji S. aureus pod wzgledem pro-
dukcji enterotoksyn. Badajac szczepy S. aureus zdolne
do wytworzenia enterotoksyny SEA na powierzchni
kietbasy wieprzowej w trakcie 14-dniowej inkubacji
w temperaturze 15°C stwierdzono, iz catkowita ilos¢
wyprodukowanej toksyny byta ponad 10-krotnie nizsza
niz w podtozu mikrobiologicznym. Wsrod badanych
szczepoOw wyodrgbniono grupe wytwarzajacg 3-krotnie
wyzsze stezenia SEA na powierzchni kietbasy w po-
réwnaniu do pozostatych szczepow (51).

Jak juz wspomniano, wyniki dotychczasowych ba-
dan wskazuja, iz mleko nie jest srodowiskiem sprzyja-
jacym produkcji enterotoksyn przez S. aureus (2, 17).
Zgodnie z ta teza, prawdopodobienstwo wytworzenia
enterotoksyny C w mleku jest niskie. Opisane badania
dotyczyty jednak niewielu szczepow S. aureus, nie bio-
rac pod uwage réznorodnosci dotyczgcej wytwarzania
toksyn w zywnosci przez rozne szczepy gronkowca.

Ostatnie badania wykazaty, iz wytwarzanie niektd-
rych enterotoksyn w mleku przez szczepy S. aureus
moze wykazywacé znaczng heterogennos$¢. Badania
Schubert i wsp. (45) dotyczyty zdolnosci do produk-
cji enterotoksyny H przez gronkowce rozwijajace
si¢ w mleku oraz w podtozu mikrobiologicznym.
Analizowane szczepy S. aureus pochodzity z rdzno-
rodnych zrodet, za§ SEH to biatko zaliczane do toksyn
wymiotnych, zidentyfikowane jako czynnik sprawczy
przypadkoéw zbiorowych zatru¢ gronkowcowych
zwigzanych ze spozyciem mleka. W 2000 r. w Japonii
zanotowano szereg zbiorowych, gronkowcowych
zatru¢ pokarmowych, ktore tgcznie objety ok. 10 000
0sOb. W prébkach zywnosci wigzanej z wystapieniem
objawow zatrucia stwierdzono obecno$¢ SEA w ilo-
$ci uznanej za zbyt niskag do wywotania zatru¢ na tak
wielkg skale. Badania probek wykazaty jednak obec-
no$¢ SEH na poziomie 20 ng/g produktu (18). Trzy
lata p6zniej w Norwegii stwierdzono szereg przypad-
koéw zatru¢ pokarmowych zwigzanych ze spozyciem
mleka. W zanieczyszczonym mleku nie wykryto
enterotoksyn SEA-SEE, a jedynie SEH w stezeniu
56 ng/g (19).
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Wyniki badan Schubert i wsp. (45) pozwolily na
wyodrgbnienie sposrod badanych gronkowcow licznej
grupy szczepow wytwarzajacych w mleku bardzo ni-
skie stgzenia SEH, nieprzekraczajace kilkudziesigciu
nanogramow w mililitrze po 48 godzinach hodowli.
Te same szczepy byly zdolne do uwalniania SEH
w ptynnym podtozu mikrobiologicznym w st¢zeniach
dochodzacych do kilku mikrograméw w mililitrze.
Zidentyfikowano rowniez mniej liczng grupe szcze-
pow S. aureus, ktore byty zdolne do wytwarzania
SEH w pozywce mikrobiologicznej oraz w mleku na
podobnym, wysokim poziomie. Jeden z tych szczepow
wytworzyt w mleku SEH w stezeniu przekraczajagcym
kilka mikrograméw w mililitrze (45). Stwierdzono,
iz cechg wyrdzniajaca szczepy S. aureus produkuja-
ce wysokie stezenia SEH w mleku jest ich zdolnos¢
do stopniowego obnizania pH mleka. Zmiany pH sa
czestym nastgpstwem rozwoju mikroorganizmow
w danym Srodowisku, za$§ bezposrednig przyczyna
zmian odczynu jest gromadzenie si¢ metabolitow bak-
teryjnych (37). W szczepach S. aureus wytwarzajacych
SEH wykazano bezposredni zwigzek pomigdzy zdol-
noscig do obnizania pH a produkcja wysokich stezen
tej toksyny. Stwierdzono bowiem, iz eksperymentalne
uniemozliwienie obnizania pH mleka w trakcie ho-
dowli prowadzi do znaczacego spadku wytwarzania
SEH przez szczepy produkujace te toksyne na wyso-
kim poziomie. W przypadku szczepéw uwalniajacych
SEH w mleku w niewielkich stezeniach obnizenie
pH srodowiska wptyneto na istotny wzrost produkcji
toksyny. Zatozono, iz dla S. aureus rozwijajacego si¢
w mleku zasadniczym substratem, ktorego metabolizm
prowadzitby do gromadzenia si¢ kwasnych produktow,
mogta by¢ laktoza. Wykazano, iz takie elementy me-
tabolizmu laktozy, jak enzym EII odpowiedzialny za
transport laktozy do wnetrza komorki i jej fosforylacje
oraz gronkowcowa [3- galaktozydaza 83 wytwarzane
w mleku na znaczaco wyzszym poziomie przez szezepy
S. aureus zdolne do zakwaszania mleka, w poréwnaniu
do poziomu tych czynnikow w szczepach niezakwa-
szajacych mleka, wytwarzajacych SEH na niskim
poziomie. Schubert 1 wsp. (45) wskazali rowniez na
role wybranych czynnikow w regulacji ekspresji SEH
w mleku. Wyniki tych badan wykazaty, iz czynnikami
powigzanymi z wysokim poziomem SEH w mleku
moga by¢ rot, sarA oraz hld, gdyz poziom tych czynni-
kow byt istotnie wyzszy w szczepach wytwarzajacych
w tym $rodowisku znaczne ilosci SEH. Wykazano, iz
obnizanie si¢ pH $rodowiska pozytywnie stymuluje
ekspresj¢ rot, sarA oraz hld, gdyz stabilizacja pH na
poziomie bliskim oboj¢tnemu prowadzi do istotnego
obnizenia ekspresji tych czynnikéw. Moze to wska-
zywad, iz gen seh jest posrednio stymulowany przez
sarA, hld oraz rot, ktorych ekspresja wzrasta wraz ze
spadkiem pH $rodowiska. Na uwagg zastuguja ostatnie
badania Sato’o 1 wsp. (41), ktore wykazaly, iz rot, pier-
wotnie scharakteryzowany jako represor enterotoksyn,
jest induktorem genu seh.
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Heterogennos$¢ populacji S. aureus dotyczy takze
wytwarzania enterotoksyn gronkowcowych SED
1 SER. Potwierdzaja to badania Schubert i wsp. (44),
przeprowadzone na szczepach S. aureus, pochodza-
cych zréznorodnych zrodel, zdolnych do wytworzenia
enterotoksyn SED oraz SER. Zbadano wytwarzanie
tych toksyn przez szczepy gronkowca rozwijajacego
si¢ w mleku oraz w soku migsnym. Gen kodujacy SER
zostat stwierdzony w szczepach S. aureus na dwoch
rodzajach plazmidow. Na plazmidzie pIB485 gen ser
wystepuje wraz z genami sed oraz selj, za$ na plazmi-
dach zrodziny pF5 wraz z genami ses oraz set. W struk-
turze plazmidow pF>5 nie stwierdzono obecnosci genu
kodujacego SED (29). Schubert i wsp. (44) wskazuja, iz
stezenia SED oraz SER sg Znaczaco nizsze w szczepach
S. aureus rozwijajacych si¢ w mleku, jesli je porownac
ze st¢zaniami toksyn wytworzonych w soku migsnym.
Poziom SED w soku migsnym wytworzonej przez
niektore szczepy S. aureus siggal wartosci miligrama
w mililitrze, za§ w trakcie hodowli w mleku wyodreb-
niono grup¢ szczepdw zdolnych do wytworzenia SED
w zakresie od kilku do 100 ng/ml oraz szczepy zdolne
do wytworzenia 1-2 mikrograma toksyny w mililitrze.
Ponadto, wiele szczepow S. aureus rozwijajacych sie
w mleku oraz soku migsnym i wytwarzajacych niskie
stezenia SED wytworzyto w tych srodowiskach SER
na poziomie niemal 270-krotnie przewyzszajagcym
stezenia SED.

Wigkszos¢ dotychcezas zgromadzonej wiedzy na te-
mat wytwarzania enterotoksyn przez szczepy S. aureus
pochodzi z eksperymentow prowadzonych w pod-
tozach mikrobiologicznych. Niewiele prac opisuje
produkcje enterotoksyn w zywnosci, podczas gdy in-
formacje te powinny odgrywac kluczowa role w ocenie
realnego zagrozenia, jakie stwarzajg enterotoksyczne
szczepy S. aureus. Sposrdd szerokiego asortymentu
produktow spozywczych, ktére byty wigzane z przy-
padkami gronkowcowych zatru¢ pokarmowych do
tej pory zbadano mleko oraz niektore rodzaje seréw
1 wyrobow migsnych. Prace te przeprowadzono na
niewielkiej liczbie szczepow S. aureus i1 dotyczyty
jedynie wybranych enterotoksyn gronkowcowych (8,
17,24, 47, 49), w wigkszosci przypadkow SEA-SEE.
Zgodnie z oceng wielu autorow, ryzyko wytworzenia
enterotoksyn, gtownie SEC, w mleku i produktach
mlecznych jest bardzo niskie 1 w $wietle tych stwier-
dzen obecno$¢ S. aureus w tego rodzaju zywnosci nie
stanowitaby istotnego zagrozenia zdrowia konsumenta.
Biorac jednak pod uwage wyniki najnowszych badan,
wydaje sie, iz w populacji enterotoksycznych szczepow
S. aureus istnieje znaczaca heterogennos¢ szczepow
pod wzgledem ilosci wytwarzanych przez nie toksyn.
Badania te wskazuja na potrzebe prowadzenia badan
nad wytwarzaniem enterotoksyn gronkowcowych
w zywno$ci z uzyciem zroznicowanych kolekcji szcze-
pow S. aureus. Wydaje sig, iz jest to jedyny sposob re-
alnej oceny wytworzenia enterotoksyn gronkowcowych
1 oceny ryzyka gronkowcowych zatru¢ pokarmowych.



22

PiSmiennictwo

1. Adams M. R., Moss M. O.: Bacterial agents of foodborne illness — Staphylococcus
aureus, [w:] Food Microbiology. Cambridge: Royal Society of Chemistry 2008.

2. Alibayov B., Karamonova L., Hollerova R., Zdenkova K., Demnerova K.:
Differences in transcription and expression of staphylococcal enterotoxin C in
processed meat products. LWT — Food Sci. Technol. 2015, 64, 578-585.

3. Ananou S., Maqueda M., Martinez-Bueno M., Galvez A., Valdivia E.: Control
of Staphylococcus aureus in sausages by enterocin AS-48. Meat Sci. 2005, 71,
549-556.

4. Argudin M. A., Mendoza M. C., Rodicio M. R.: Food Poisoning and Staphylo-

coccus aureus Enterotoxins. Toxins. 2010, 2, 1751-1773.

. Bergdoll M. S.: Enterotoxins, [w:] Easman C., Adlam C. (red.): Staphylococci

and staphylococcal infections. Academic Press, London, UK 1983, s. 559-598.

. Bergdoll M. S.: Monkey feeding test for staphylococcal enterotoxin. Methods
Enzym. 1988, 165, 324-333.

. Cretenet M., Even S., Le Loir Y.: Unveiling Staphylococcus aureus enterotoxin
production in dairy products: a review of recent advances to face new challenges.
Dairy Sci. Technol. 2011, 91, 127-150.

. Cretenet M., Nouaille S., Thouin J., Rault L., Stenz L., Frangois P. i wsp.:
Staphylococcus aureus virulence and metabolism are dramatically affected by
Lactococcus lactis in cheese matrix. Environ. Microbiol. Rep. 2011, 3, 340-351.
9. Derzelle S., Dilasser F., Duquenne M., Deperrois V.: Differential temporal

expression of the staphylococcal enterotoxins genes during cell growth. Food
Microbiol. 2009, 26, 896-904.

10. Dorman H. J., Deans S. G.: Antimicrobial agents from plants: antibacterial
activity of plant volatile oils. J. Appl. Microbiol. 2000, 88, 308-316.

11. Ercoli L., Gallina S., Nia Y., Auvray F., Primavilla S., Guidi F. i wsp.:
Investigation of a staphylococcal food poisoning outbreak from a chantilly
cream dessert, in Umbria (Italy). Foodborne Pathog. Dis. 2017. doi: 10.1089/
fpd.2016.2267 (w druku).

12. Evenson M. L., Hinds M. W., Bernstein R. S., Bergdoll M. S.: Estimation of
human dose of staphylococcal enterotoxin A from a large outbreak of staphylo-
coccal food poisoning involving chocolate milk. Int. J. Food Microbiol. 1988,
7,311-316.

13. Fleurot I, Aigle M., Fleurot R., Darrigo C., Hennekinne J. A., Gruss A. i wsp.:
Following pathogen development and gene expression in a food ecosystem: The
case of a Staphylococcus aureus isolate in cheese. Appl. Environ. Microbiol.
2014, 80, 5106-5115.

14. Hennekinne J. A., Buyser M. L. de, Dragacci S.: Staphylococcus aureus and
its food poisoning toxins: characterization and outbreak investigation. FEMS
Microbiol. Rev. 2012, 36, 815-836.

15. Hu D.-L., Omoe K., Shimoda Y., Nakane A., Shinagawa K.: Induction of emetic
response to staphylococcal enterotoxins in the house musk shrew (Suncus mu-
rinus). Infect. Immun. 2003, 71, 567-570.

16. Hu D.-L., Omoe K., Shimura H., Ono K., Sugii S., Shinagawa K.: Emesis in the
shrew mouse (Suncus murinus) induced by peroral and intraperitoneal admin-
istration of staphylococcal enterotoxin A. J. Food Prot. 1999, 62, 1350-1353.

17. Hunt K., Butler F.,, Jordan K.: Factors affecting staphylococcal enterotoxin
Cbovine production in milk. Int. Dairy J. 2014, 39, 41-46.

18. Ikeda T., Tamate N., Yamaguchi K., Makino S.: Mass outbreak of food poisoning
disease caused by small amounts of staphylococcal enterotoxins A and H. Appl.
Environ. Microbiol. 2005, 71, 2793-2795.

19. Jorgensen H. J., Mathisen T, Lovseth A., Omoe K., Qvale K. S., Loncarevic S.:
An outbreak of staphylococcal food poisoning caused by enterotoxin H in mashed
potato made with raw milk. FEMS Microbiol. Lett. 2005, 252, 267-272.

20. Lammers A., Kruijt E., Kuijt C. van de, Nuijten P. J. M., Smith H. E.: Identification
of Staphylococcus aureus genes expressed during growth in milk: a useful model
for selection of genes important in bovine mastitis? Microbiology 2000, 146,
981-987.

21. Le Loir Y., Baron F., Gautier M.: Staphylococcus aureus and food poisoning.
Genet. Mol. Res. 2003, 2, 63-76.

22. Lis E., Podkowik M., Bystron J., Stefaniak T., Bania J.: Temporal expression
of staphylococcal enterotoxin H in comparison with accessory gene regulator-
-dependent and -independent enterotoxins. J. Food Prot. 2012, 75, 238-244.

23. Lis E., Podkowik M., Schubert J., Bystron J., Stefaniak T., Bania J.: Production
of staphylococcal enterotoxin R by Staphylococcus aureus strains. Foodborne
Pathog. Dis. 2012, 9, 762-766.

24. Marta D., Wallin-Carlquist N., Schelin J., Borch E., Radstrom P.. Extended
staphylococcal enterotoxin D expression in ham products. Food Microbiol.
2011, 28, 617-620.

25. Meyrand A., Boutrand-Loei S., Ray-Gueniot S., Mazuy C., Gaspard C. E.,
Jaubert G. i wsp.: Growth and enterotoxin production of Staphylococcus aureus
during the manufacture and ripening of Camembert-type cheeses from raw goats’
milk. J. Appl. Microbiol. 1998, 85, 537-544.

26. Niscigorska J.: Zatrucia enterotoksyna gronkowcowa, [w:] Boron-Kaczmar-
ska A., Furowicz A. J. (red.): Choroby odzwierzgce przenoszone droga
pokarmowg. Wydawnictwo Lekarskie PZWL 1999.

W

=

~J

o)

Med. Weter. 2018, 74 (1), 16-22

27. Novick R. P.: Autoinduction and signal transduction in the regulation of
staphylococcal virulence. Mol. Microbiol. 2003, 48, 1429-1449.

28. Omoe K., Hu D.-L., Ono H. K., Shimizu S., Takahashi-Omoe H., Nakane A.
i wsp.: Emetic potentials of newly identified staphylococcal enterotoxin-like
toxins. Infect. Immun. 2013, 81, 3627-3631.

29. Omoe K., Imanishi K., Hu D.-L., Kato H., Takahashi-Omoe H., Nakane A. i wsp.:
Biological properties of staphylococcal enterotoxin-like toxin type R. Infect.
Immun. 2004, 72, 3664-3667.

30. Omoe K., Ishikawa M., Shimoda Y., Hu D.-L., Ubeda S., Shinagawa K.: Detection
of seg, seh, and sei genes in Staphylococcus aureus isolates and determination
of the enterotoxin productivities of S. aureus isolates harboring seg, seh, or sei
genes. J. Clin. Microbiol. 2002, 40, 857-862.

.Ono H. K., Sato’o Y., Narita K., Naito 1., Hirose S., Hisatsune J. i wsp.:
Identification and characterization of a novel staphylococcal emetic toxin. Appl.
Environ. Microbiol. 2015, 81, 7034-7040.

32. Otero A., Garcia M. C., Garcia M. L., Santos J. A., Moreno B.: Behaviour of
Staphylococcus aureus strains FRI 137 and FRI1 361 during the manufacture and
ripening of manchego cheese. Int. Dairy J. 1993, 3, 85-96.

33. Podkowik M., Schubert J., Bania J., Bystron J.: Enterotoksyny gronkowcowe
w Zywnosci — nowe zagrozenia. Zycie Weter. 2015, 90, 310-313.

34. Postollec F., Falentin H., Pavan S., Combrisson J., Sohier D.: Recent advances
in quantitative PCR (qPCR) applications in food microbiology. Food Microbiol.
2011, 28, 848-861.

35. Rantsiou K., Greppi A., Garosi M., Acquadro A., Mataragas M., Cocolin L.:
Strain dependent expression of stress response and virulence genes of Listeria
monocytogenes in meat juices as determined by microarray. Int. J. Food
Microbiol. 2012, 152, 116-122.

36. Rasooly A., Rasooly R. S.: Detection and analysis of staphylococcal enterotoxin
A'in food by Western immunoblotting. Int. J. Food Microbiol. 1998, 41, 205-212.

37.Rode T. M., Moretro T., Langsrud S., Langsrud @., Vogt G., Holck A.: Responses
of Staphylococcus aureus exposed to HCI and organic acid stress. Can. J.
Microbiol. 2010, 56, 777-792.

38. Rola J. G., Korpysa-Dzirba W., Osek J.: Enterotoksyny gronkowcowe. Czgs$¢ II.
Europejska metoda skriningowa i jej modyfikacje — przyczyny i efekty. Zycie
Weter. 2012, 87, 767-770.

39. Sameshima T., Magome C., Takeshita K., Arihara K., Itoh M., Kondo Y.: Effect
of intestinal Lactobacillus starter cultures on the behaviour of Staphylococcus
aureus in fermented sausage. Int. J. Food Microbiol. 1998, 41, 1-7.

40. Sandel Mary K., McKillip John L.: Virulence and recovery of Staphylococcus
aureus relevant to the food industry using improvements on traditional approach-
es. Food Control. 2004, 15, 5-10.

.Sato’o Y., Hisatsune J., Nagasako Y., Ono H. K., Omoe K., Sugai M.: Positive
regulation of staphylococcal enterotoxin H by Rot (repressor of toxin) protein and
its importance in clonal complex 81 subtype 1 lineage-related food poisoning.
Appl. Environ. Microbiol. 2015, 81, 7782-7790.

42. Schelin J., Wallin-Carlquist N., Cohn M. T., Lindqvist R., Barker G. C.,
Radstrom P.: The formation of Staphylococcus aureus enterotoxin in food
environments and advances in risk assessment. Virulence. 2011, 2, 580-592.

43. Scherrer D., Corti S., Muehlherr J., Zweifel C., Stephan R.: Phenotypic and
genotypic characteristics of Staphylococcus aureus isolates from raw bulk-tank
milk samples of goats and sheep. Vet. Microbiol. 2004, 101, 101-107.

44. Schubert J., Podkowik M., Bystron J., Bania J.: Production of staphylococcal
enterotoxins D and R in milk and meat juice by Staphylococcus aureus strains.
Foodborne Pathog. Dis. 2017, 14, 223-230.

45. Schubert J., Podkowik M., Bystron J., Bania J.: Production of staphylococcal
enterotoxins in microbial broth and milk by Staphylococcus aureus strains
harboring seh gene. Int. J. Food Microbiol. 2016, 235, 36-45.

46. Tollersrud T., Kampen A. H., Kenny K.: Staphylococcus aureus enterotoxin D is
secreted in milk and stimulates specific antibody responses in cows in the course
of experimental intramammary infection. Infect. Immun. 2006, 74, 3507-3512.

47. Valihrach L., Alibayov B., Demnerova K.: Production of staphylococcal entero-
toxin C in milk. Int. Dairy J. 2013, 30, 103-107.

48. Valihrach L., Alibayov B., Zdenkova K., Demnerova K.: Expression and pro-
duction of staphylococcal enterotoxin C is substantially reduced in milk. Food
Microbiol. 2014, 44, 54-59.

49. Wallin-Carlquist N., Marta D., Borch E., Radstrém P.: Prolonged expression
and production of Staphylococcus aureus enterotoxin A in processed pork meat.
Int. J. Food Microbiol. 2010, 141, S69-74.

50. Wang B., Muir T. W.: Regulation of virulence in staphylococcus aureus: molecular

mechanisms and remaining puzzles. Cell Chem. Biol. 2016, 23, 214-224.

. Zeaki N., Cao R., Skandamis P. N., Radstrém P, Schelin J.: Assessment of high
and low enterotoxin A producing Staphylococcus aureus strains on pork sausage.
Int. J. Food Microbiol. 2014, 182-183, 44-50.

52. Zeleny R., Emteborg H., Charoud-Got J., Schimmel H., Nia Y., Mutel I. i wsp.:
Development of a reference material for Staphylococcus aureus enterotoxin A
in cheese: Feasibility study, processing, homogeneity and stability assessment.
Food Chem. 2015, 168, 241-246.

3

—_

4

—_

5

—

Adres autora: dr inz. Justyna Schubert, ul. Norwida 31, 50-375 Wroclaw;
e-mail: justyna.schubert@upwr.edu.pl



