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Artykul przedstawia najnowsze dane dotyczqce 21 typoéw enterotok-
syn gronkowcowych, z uwzglednieniem ich zasadniczych wlasciwosci oraz
zréznicowania pod wzgledem homologii nukleotydowej i aminokwaso-
wej, lokalizacji kodujqcych je genow, masy molekularnej i wysokosci
punktu izoelektrycznego, a takze powiqzan filogenetycznych. Zroznico-
wanie, rozpowszechnienie i zmiennosSc enterotoksyn stanowi wazny ele-
ment chorobotworczosci gronkowcow, wiqzqcy zapalenie gruczotu mle-
kowego krow (mastitis) z zatruciami pokarmowymi czlowieka.
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WSTEP

Chorobotworcze bakterie wystepujace w srodkach zywnosci stanowiq powazny pro-
blem zaréwno zdrowotny (zatrucia i zakazenia pokarmowe), jak i ekonomiczny (1). Jedna
z najczgstszych przyczyn zatru¢ pokarmowych czlowieka stanowia enterotoksyny wytwa-
rzane przez szczepy Staphylococcus aureus (2). Wynika to z faktu wystegpowania tego
gatunku gronkowcow oraz w mniejszym stopniu Staphylococcus intermedius, W Zywnosci
(3.4). Istotna, w tym kontekscie, rolg odgrywaja enterotoksyczne szczepy gronkowcow,
ktorymi skazone sa $rodki zywnos$ci zwierzgcego pochodzenia, w tym mleko i produkty
mleczne, pochodzace od zwierzat z mastitis (2,5,6,7). Jak podaje Kuzma i wsp. (8), wy-
mienione produkty spozywcze okazaly si¢ przyczyna 32% przypadkow gronkowcowych
zatru¢ pokarmowych we Francji i 8% w Wielkiej Brytanii. W Polsce zatrucia pokarmowe
na tym tle zajmuja od lat drugie miejsce za salmonelozami, z wzrastajaca tendencja (8,9).
W 2002 r. odnotowano 1,269 zachorowan, co stanowi 4,7% wszystkich zatru¢ pokarmo-
wych, przy zapadalnosci — 3,30 na 100 000 mieszkancéw. Gronkowce koagulazo-dodatnie
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byly gléwnym czynnikiem etiologicznym w 7,0% ognisk, co stanowi 16,5% ogotu zacho-
rowan w ogniskach, tj. o okolo 5% wigcej niz w 2001 roku. No$nikami szczepdw entero-
toksycznych byly najczgsciej potrawy przygotowane z migsa, drobiu, mieszanych produk-
tow pochodzenia zwierzgcego oraz z mleka (1). Mleko i jego przetwory sa dobra pozywka
dla wzrostu wielu patogennych bakterii. Produkt ten zawierajacy wydzieling zapalna, po-
chodzaca od kréw z zapaleniem wymienia, moze zawiera¢ bakterie, ktore je wywolaly.
Natomiast mleko od krow ze zdrowym gruczolem moze ulec wtérnemu zanieczyszczeniu
bakteriami w trakcie pozyskiwania, przechowywania, transportu i proceséw technologicz-
nych (8).

Dane te uzasadniaja celowo$¢ poréwnania wlasciwosci biologicznych i filogenetycz-
nych poszczegdlnych enterotoksyn gronkowcowych, z uwzglednieniem ich roli w wywoly-
waniu zatru¢ u ludzi, zardwno w aspekcie klinicznym jak i epidemiologicznym.

CHARAKTERYSTYKA ENTEROTOKSYN GRONKOWCOWYCH

Enterotoksyny gronkowcowe (SEs, staphylococcal enterotoxins) tworza duza, hetero-
genna grupe egzotoksyn, charakteryzujacych si¢ zréznicowanym stopniem homologii nu-
kleotydowej i aminokwasowej, 16zna lokalizacja kodujacych je gendw oraz odmienna masa
molekularng i wysokosciq punktu izoelektrycznego (pI) bialka (7). SEs po raz pierwszy
zidentyfikowano w 1959 roku jako zewnatrzkomoérkowe biatka wytwarzane przez okreslo-
ne szczepy Staphylococcus aureus (10). Naleza do grupy toksyn pirogennych, do ktérych
zalicza si¢ rowniez inne powigzane filogenetycznie ze soba toksyny: TSST-1 (toksyna wstrza-
su toksycznego), eksfoliatyng A i B oraz paciorkowcowa toksyng erytrogenna (7). Obecnie
wsrod egzoprotein SEs wyrdznia si¢ juz 21 typow serologicznych, oznaczonych literami
od A do U, rozszerzonych dodatkowo o warianty enterotoksyn C i G, oznaczonych kolejno
cyframi arabskimi. Siedem zaliczanych jest do ,.klasycznych” enterotoksyn: SEA, SEB,
SEC,, SEC,, SEC,, SED i SEE; pozostale 14 zaliczono do ,,nowych” typow: SEG, SEG,,
SEH, SEI, SEJ, SEK, SEL, SEM, SEN, SEO, SEP, SEQ, SER i SEU (3,7,10,11,12, 13,14).
Najnowsze dane dowodza istnienia kolejnego wariantu w obrebie typu SEI (11). Entero-
toksyny sa krétkimi jednolaricuchowymi polipeptydami o masie czasteczkowej od 24,6 do
30 kDa, w ktérych dominujacymi aminokwasami sa: lizyna, kwas asparaginowy, kwas glu-
taminowy oraz tyrozyna (3,7,15). Pojedyncza czasteczka enterotoksyny ma ksztalt elipso-
idalny i sktada si¢ z dwoch nierownych domen wigkszej A i mniejszej B, odpowiadajacych
za zwiazanie toksyny z weglowodanami lub kwasami nukleinowymi innych bialek, cho-
ciaz w przypadku nicktorych SEs funkcja ta nic zawsze byla obserwowana. Pomig¢dzy do-
mena A i B znajduje si¢ szczelina, wykazujaca podobienstwo strukturalne do gronkowco-
wej toksyny wstrzasu toksycznego (16). Ponadto, sckwencja aminokwasowa pojedyncze-
go epitopu odpowiedzialnego za transcytoz¢ SEs wewnatrz komorek nablonkowych, wy-
kazuje wysokq konserwatywno$¢ zaréwno w wielu gronkowcowych enterotoksynach, jak
i toksynie TSST-1 (17). Ren i wsp. (18) podajac krolikom dozylnie oczyszczona natywna
enterotoksyne H, zauwazyli wystapienie zmian histopatologicznych, podobnych do obser-
wowanych u ludzi z zespolem wstrzasu toksycznego (TSS, toxic shock syndrome) oraz
u zwierzat po podaniu TSST-1. Stanowi to dowdd na to, iz za objawy kliniczne zespotu
wstrzasu toksycznego odpowiadaja zarowno enterotoksyny gronkowcowe (SEs), jak
i TSST-1 (19).
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Enterotoksyny gronkowcowe wykazuja znaczna termostabilnos¢, zachowujac aktyw-
no$¢ biologiczna nawet po przeprowadzeniu procesu pasteryzacji (4,7,15). Wprawdzie
wysoka temperatura latwo niszczy bakterie znajdujace si¢ w zywnosci, ale nie unieczynnia
wytworzonych wczesniej enterotoksyn (2,7). SEs charakteryzujq si¢ tez duzg opornoscia
na dzialanie wielu enzyméw proteolitycznych, takich jak: pepsyna i trypsyna, dzigki cze-
mu nie tracq aktywnosci w ukladzie pokarmowym (7). Wykazuja takze opornos¢ na chy-
motrypsyng, rening i papaing (7,15). Niektore enterotoksyny (SEB), sa co prawda trawione
przez pepsyng przy pH 2, ale wykazuja opornos¢ powyzej tej wartosci. Wytrzymalos¢ SEs
uzalezniona jest zatem od temperatury i pH (7).

Geny kodujace syntezg enterotoksyn gronkowcowych (se) zlokalizowane sq zard6wno
w DNA chromosomalnym, jak i w ruchomych elementach materialu genetycznego bakte-
rii, takich jak wyspy patogennosci, fagi, transpozony i plazmidy, uczestniczace w zjawisku
horyzontalnego transferu gendw (7,20). Wigkszos¢ gendw se zlokalizowana jest w geno-
mowym DNA, pozostale natomiast znajduja si¢ w DNA plazmidowym (sec,, sed i sej),
albo wystepuja w materiale genetycznym profaga (sea, sep) lub faga defektywnego (see)
(7.,21). Gen seb moze wystgpowac zardwno w chromosomalnym, jak i plazmidowym DNA,
a takze w transpozonie (7). Rézne geny se znajdujq si¢ w obrgbie wysp patogennosci (PI,
pathogenicity islands). Dotyczy to gendw: sec, , sek, seliseq (7,21). Wyspy patogennosci
stanowia fragmenty DNA o wielkosci od 10 do 200 kb, zawierajace jeden lub kilka genow
determinujacych wyznaczniki wirulencji, ktére moga zmienia¢ swojq pierwotna lokaliza-
cje przyczyniajac si¢ w ten sposob do zmiennosci genetycznej bakterii (22). Na szczegolna
uwagg zashuguja geny se podlegajace wspoélnej regulacji w ramach operonu egc (enteroto-
xin gene cluster), kontrolujacego syntez¢ kilku blisko filogenetycznie powiazanych tok-
syn, takich jak: SEG, SEI, SEM, SEN, SEO oraz SEU (7,21). Przy czym gen kodujacy
enterotoksyng U, wczesniej traktowany byt jako dwa pseudogeny (y ent! iy ent2), zloka-
lizowane mi¢dzy genami sei i sen (21).

Ekspresja gendw kodujacych czynniki wirulencji S. aureus, w tym wytwarzanie SEs,
kontrolowana jest przez glowny system regulatorowy (agr, accessory gene regulator), okre-
$lany w przypadku gronkowcdw jako — sar (staphylococcal accessory regulator). Jest on
Scisle zalezny od czynnikéw zewnetrznych, np. skladnikow pokarmu (7). Le Loir i wsp. (7)
podaja, ze do wzrostu i syntezy enterotoksyn pigciu szczepdw S. aureus pozytywnych
w zakresie SEA, SEB i SEC, konieczna jest obecnos$¢ waliny, argininy i cysteiny. Autorzy
ci podkreslaja takze, iz fermentacja glukozy i zwiazany z tym spadek pH hamuje ekspresje
agr-zaleznego systemu produkcji SEs. Optymalne warunki wytwarzania enterotoksyn wy-
stepuja w neutralnym pH (zwykle synteza ta ulega zahamowaniu przy pH ponizej 5) oraz
podczas hodowli w optymalnej dla rozwoju gronkowcow temperaturze 37°C; synteza SEs
rozpoczyna si¢ wtedy juz w poczatkowej fazie wzrostu kolonii bakteryjnej. System agr
kontroluje wytwarzanie enterotoksyn typu B, C i D, chociaz w tym przypadku srodowisko
zasadowe obniza jego ekspresj¢ (7). Na synteze SEs wplywaja tez pewne czynniki wyste-
pujace podczas zakazenia, co sugeruje, ze rozwoj procesu chorobowego moze w istotny
sposdb zaleze¢ od interakcji pomi¢dzy organizmem gospodarza a enterotoksycznym gron-
kowcem (20). Geny sea i sej nie podlegaja regulacji ze strony agr. Obecnos¢ konkurencyj-
nej flory bakteryjnej (bakterie kwasu mlekowego) w produktach spozywczych réwniez
moze znacznie obnizy¢ tempo wzrostu gronkowcow i ilos¢ produkowanych przez nie ente-
rotoksyn. Dane te maja szczegdlne znaczenie w technologii produkcji zywnosci fermen-
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Tabela I. Charakterystyka enterotoksyn gronkowcowych - SEs (wg 7; zmodyfikowana)
Table I. Characteristics of staphylococcal enterotoxins (SEs) (ref. 7, modified) *
. Numer
Typ Odcin?k d(o)j(i;g:l;o Masa sekwencji
SEs ORF bialka SES* molekularna pl genu se
(pz) (AA) (kDa) w bapku
genow
A 774 233 27,100 7.3
B 801 239 28,336 8.6
o 801 239 27,531 8.6
C, 801 239 27,531 7.8
Cs 801 239 27,563 8.1
D 777 228 26,360 7.4
E 774 230 26,425 7.0
G 777 233 27,043 57
G 777 233° 26,986" 6,39" 4126682’
H 725 217° 25,143* 518" 510691°
I 728 218° 24,925* 837" 3323612°
J 806 245 28,565 8.65
K 729 219 25,539 6,5
L 723 215 24,593 8,66
M 722 217 24,842 6,24
N 720 227 26,067 6,97
0 783 232 26,777 6,55
P 783 232° 26,609* 6,19" 30043925°
Q 771 216° 25,046" 7,14" 18266750°
R 780 2333 27.050* 8,76 37196677
U 786 232° 27,192" 6,20 37681489’

! _liczba par zasad (pz) otwartej ramki odczytu (ORE, Open Reading Frame),
2 liczba aminokwasoéw (AA) w dojrzalym bialtku SEs;
3— odcinek dojrzalego bialka SEs, wyznaczony przy uzyciu programu SignalP 3.0 (http://ww.cbs.dtu.dk/
services/SignalP);
4 — masa molekularna oraz punkt izoelektryczny (pI), okreslone przy uzyciu programu ProtParam
(http://www.expasy.org/tools/protparam. html);
5 — numer sekwencji genu se w banku genow (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

I —the number of base-pairs (bp) of the ORF (Open Reading Frame),

2— the number of aminoacids (AA) in mature SEs’ protein,
3 — the region of mature SEs’ protein estimated using SignalP 3.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/

SignalP);

4 — molecular weight and isoelectric point (pI), estimated using ProtParam (http://www.expasy.org/
tools/protparam.html);
5 — the se gene sequence code in GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).
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towanej (7). Ogolna charakterystyke enterotoksyn gronkowcowych przedstawiono w tabe-
li I, natomiast powigzania filogenetyczne genow se, ilustruje rycina 1.

PATOGENEZA ZATRUCIA SEs

Enterotoksyny sa jedynymi czynnikami wirulencji gronkowcéw odpowiedzialnymi za
objawy kliniczne wystgpujace w przebiegu zatrucia pokarmowego (2.4,7). Zatrucia te
u ludzi powoduja najczegsciej r6zne produkty spozywcze zwierzecego i roslinnego pocho-
dzenia (7,15), ktore zostaly skazone pierwotnic lub w wyniku wtérnej kontaminacji za
posrednictwem rak osoby zakazonej, czy tez droga kropelkowa podczas kaszlu i kichania
(7). Za zatruciem pokarmowym na tle gronkowcowym przemawia wykrycie co najmnicj
10° j.t.k. (jednostek tworzacych koloni¢) w gramie badanej probki (15). Jednak w niekto-
rych krajach (Francja), dopuszcza si¢ do spozycia sery przygotowane z surowego mleka,
zawierajace do 10° j.t k. S. aureus / gram produktu (7).

Intoksykacj¢ w przebiegu gronkowcowego zatrucia pokarmowego u ludzi wywoluja
przede wszystkim enterotoksyny A i D oraz w mniejszym zakresie B i C (14,15). Po spozy-
ciu, SEs przedostaja si¢ z jelit do krwiobiegu i po okresie wylegania trwajacym od 30 min.
do 8 godz. wywoluja charakterystyczne dla zatrucia pokarmowego objawy kliniczne. Zwy-
kle obserwuje si¢ spontaniczng remisj¢ po 24 godz. Okres wylegania i nasilenie objawdw
uzaleznione s3 od dawki enterotoksyny, ktora dla cztowieka wynosi ok. 0,1 mg i osobni-
czej wrazliwosci chorego (2.4,7,15). Badania przeprowadzane na modelach zwierzgcych
wykazaly, ze enterotoksyny gronkowcowe powoduja biegunke poprzez gwaltowna stymu-
lacje mechanizmow sekrecyjnych w jelicie cienkim bez naruszania mechanizmow absorp-
cji (23). W tym zakresie toksyny te wykazuja mechanizm dzialania podobny do toksyny
Vibrio cholerae (CT) (15,23). Z intoksykacja enterotoksynami gronkowcowymi zwigzane
sa takze nudnosci i wymioty, spowodowane stymulacja osrodka wymiotnego w OUN droga
nerwu blednego i nerwow wspdlczulnych, przewodzacych impulsy nerwowe z lokalnych
receptorow w jelicie (15,23). Orwin i wsp. (14) podaja, iz wlasciwosci wymiotne SEs
zwiazane sa z obecnoscig petli cystynowej (Cys-Cys) w ich strukturze. Jako prawdopo-
dobna przyczyng objawdw klinicznych wystepujacych w przebiegu zatrucia pokarmowego
wywolanego enterotoksynami gronkowcowymi, wskazuje si¢ rowniez zaburzenic mecha-
nizméw odpornosci (15,24). Z immunologicznego punktu widzenia, enterotoksyny dzia-
laja jak superantygen pobudzajac nadmierng proliferacje i stymulacje limfocytow T, co
wynika z ich zdolnosci do wiazania z czasteczka MHC 11 k1., obecng na komdrkach pre-
zentujacych antygen (APC) oraz ze zmienng czg¢scia tancucha b antygenowego receptora
limfocytu T (TCR Vb) (19). Nadmierna aktywacja komorek T i APC prowadzi do zwick-
szongj produkcji interferonu i innych cytokin, a w konsekwencji — do immunosupresji lim-
focytow T i B oraz zaburzenia mechanizméw obrony antybakteryjnej zakazonego organi-
zmu — ewazji (16,17,24).

WYSTEPOWANIE KLASYCZNYCH I NOWYCH SEs U BYDLA Z MASTITIS

QOdsetek enterotoksycznych szczepdw S. aureus izolowanych od kréw z zapaleniem
gruczolu mlekowego waha si¢ w r6znych krajach od ponizej 5% do ponad 60%, przy czym
roznice dotycza takze typu wytwarzanych toksyn (8). Wytwarzanie enterotoksyny A (SEA)
determinowane jest obecnoscia w genomie gronkowca lagodnego faga (7). Analiza jego
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sekwencji nukleotydowej wykazala, ze bialko kodowane przez tego profaga jest syntety-
zowane jako 257-aminokwasowa czasteczka, w ktorej 24 aminokwasy stanowiq sekwencje
sygnalowq (23). Sekwencja aminokwasowa tego biatka wykazuje obecnos¢ regionéw ho-
mologicznych do enterotoksyn B (SEB), C, (SEC)), paciorkowcowej pirogennej egzotok-
syny A (SPEA) oraz toksyny szoku toksycznego (TSST-1) (25,26).

Enterotoksyna A jest najczgsciej wystepujaca toksyna, odpowiedzialng za wystgpowa-
nie zatru¢ pokarmowych u ludzi o etiologii gronkowcowej (27). Wspolnie z enterotoksy-
nami B, CiD oraz toksyna TSST-1 moze wywolywac schorzenia takie, jak zespot wstrzasu
toksycznego (TSS, toxic-shock syndrome), a takze gronkowcowa szkarlatyno-podobna
goraczke (SSF, staphylococcal scarlet fever) (14,28). Enterotoksyna ta wytwarzana jest
przez szczepy Staphylococcus aureus, izolowane z przypadkow mastitis u bydla, ale odse-
tek szczepdw ja produkujacych bywa rézny, w zaleznosci od regionu, z ktérego pochodzi-
lo bydlo. Odnotowano, ze na terenie Polski 10,8% szczepow Staphylococcus aureus izolo-
wanych z przypadkow mastitis wytwarzalo enterotoksyne A (5). Natomiast odsetek szcze-
poéw S. aureus SEA (+) izolowanych na terenie polnocno-wschodniej Szwajcarii wynosit
az 23,5%, przy czym toksyna ta wystgpowala najczesciej lacznie z enterotoksyna D (29).
Niewielka liczba szczepdw S. aureus izolowanych z przypadkow mastitis na terenie Nor-
wegii wytwarzala SEA (3,4%), lacznie z enterotoksyna D, jednak byly to izolacje z podkli-
nicznych form mastitis (30). Natomiast szczepy, wyosabniane z przypadkow mastitis
u bydla na terenie Hesji (Niemcy) i Danii, nie wytwarzaly enterotoksyny A (24, 31). Na
terenic Slowacji przeprowadzono badania dotyczace wytwarzania enterotoksyny A przez
szczepy S. aureus izolowane z mleka owiec, u ktorych nie zaobserwowano zadnych obja-
wow klinicznych. Badania te wykazaly, ze 10,9% szczepdw S. aureus wytwarzalo t¢ toksy-
n¢ jako jedyna (8,7%) lub lacznie z enterotoksyna B (2,2%) (6).

Enterotoksyna B (SEB) kodowana jest przez 798-nukleotydowy fragment DNA, ktory
uwazany jest za defektywnego bakteriofaga badz plazmid. Czasteczka SEB to pojedynczy
lancuch polipeptydowy, liczacy 239 aminokwasow. Istnieje tu pewne podobienstwo do
enterotoksyny C,, ktorej czasteczka zbudowana jest z takiej samej liczby aminokwasow.
Prekursor SEB o masie czasteczkowej ok. 32 kDa jest jednym z komponentow blony ko-
morkowej S. aureus, wytwarzajacych t¢ enterotoksyne, natomiast masa aktywnej czastecz-
ki SEB wynosi 28,366 Da (26). W sekwencji aminokwasowej tego bialka istnieja rowniez
regiony homologiczne do enterotoksyny A (SEA), a takze dla pirogennej paciorkowcowej
toksyny A (SPE A) (25, 32). SEB, podobnie jak enterotoksyny A, C i D oraz TSST-1 jest
odpowiedzialna za wystepowanic zespotu wstrzasu toksycznego, jak réwniez gronkowco-
wej szkarlatyno-podobnej goraczki (14, 28). Jest takze wymieniana jako jedna z gléwnych
enterotoksyn, odpowiedzialnych za zatrucia pokarmowe na tle gronkowcowym (12).

Kuzma iwsp. (12) stwierdzili, ze okolo 1,2% szczepdw S. aureus, izolowanych z przy-
padkow mastitis u bydla na terenie Polski wytwarzalo SEB. Natomiast badania wykonane
na terenie polnocno-wschodniej Szwajcarii oraz Danii wykazaly, iz zaden szczep S. au-
reus, izolowany od bydla, pochodzacego z tych regionéw, nie produkowat SEB (24,29).
Tollersrud i wsp. (30) wykazali, iz tylko 3,4% szczepow gronkowca zlocistego, izolowane-
go od kréw z podkliniczna forma mastitis, utrzymywanych na terenie Norwegii, produko-
walo enterotoksyng B lacznie z SEA, natomiast szczepy tej bakterii, izolowane od krow
z objawami ostrego i chronicznego zapalenia wymienia, nie wytwarzaly SEB. Enterotok-
syn¢ B wykrywano réwniez wsrod szczepow S. aureus, izolowanych od zdrowych owiec,
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pochodzacych z terenu Stowacji; 2,2% wyosobnionych szczepow produkowalo sama SEB,
a 2,2% — lacznie z enterotoksyng A (4).

Enterotoksyna C (SEC) uznawana jest za jedna z ,.klasycznych™ enterotoksyn (7). Ist-
nieje kilka wariantéw tej toksyny, ktére mimo, iz wykazuja silne immunologiczne reakcje
krzyzowe, zostaly wydzielone albo na podstawie réznic w wysokosci punktu izoelektrycz-
nego (warianty SEC,, SEC_, SEC,) lub tez w zaleznosci od gatunku gospodarza, od ktore-
go izolowano szczepy S. aureus, wytwarzajace te warianty (SEC, . . SEC_. . SEC_ )
(13, 33). Gen kodujacy wariant SEC, . zlokalizowany jest w wyspie patogennosci (21),
natomiast bialko SEC, kodowane jest przez gen obecny w plazmidzie (7).

Dane literaturowe wskazuja, ze SEC, jest najczesciej wytwarzang enterotoksyna,
a szczepy S. aureus ja wytwarzajace sa najczesciej izolowane z zakazen u ludzi (13). SEC
jest odpowiedzialna za wystgpowanie syndromu wstrzasu toksycznego jak rowniez gron-
kowcowej szkarlatyno-podobnej goraczki, a takze mastitis u bydla (5,28). W badaniach
autoréw niemieckich wykazano, ze SEC byla produkowana przez 15,5% szczepow S. au-
reus izolowanych od bydla z mastitis na terenie tego kraju; w kazdym przypadku entero-
toksyna ta wytwarzana byla tacznie z SEA, SEG, SEIi TSST-1, nigdy za$ nie wystgpowala
jako jedyna (5). Kuzma i wsp. (12) zaobserwowali, ze 26,3% szczepdw gronkowca zloci-
stego, izolowanego od krow z mastitis na terenie Polski, wytwarzalo SEC, przy czym 4%
tych szczepow wytwarzalo ja tacznie z TSST-1; korelacj¢ taka wykazywali réwniez inni
autorzy (5,31,34). Ponad 95,7% szczepow S. aureus, izolowanych od kréw na terenie pol-
nocno-wschodniej Szwajcarii, wytwarzalo SEC lacznie z TSST-1, a tylko 4,3% jako poje-
dyncza toksyng (29). Podobnie Tollersrud i wsp. (30) wykazali, ze 78% izolatow gronkow-
ca zlocistego, pochodzacych od kréw z objawami ostrego, przewleklego i podklinicznego
mastitis, utrzymywanych na terenie gospodarstw norweskich, wytwarzalo SEC lacznie
z TSST-1, za$ tylko 5,8% szczepow wytwarzalo wylacznie t¢ toksyne. Larsen i wsp. (24)
poréwnywali w Danii szczepy S. aureus, izolowane od krow z mastitis, ze szczepami po-
chodzacymi od ludzi. Wykazali oni, ze wsrod szczepow wyosabnianych od krow, jedyna
produkowana toksyna byla SEC, wytwarzana tacznie z TSST-1, cho¢ sam odsetek tych
szczepow byl znikomy i stanowil 0,24% ogolu izolatéw, natomiast u ludzi odsetek ten
wynosit 3%. Badania stowackie wykazaly ponadto, ze SEC jest glowna enterotoksyna wytwa-
rzang przez gronkowce, wystgpujace nie tylko w mleku krow, ale takze owiec i koz (35).

Badania Letertre i wsp. (21) wskazuja, ze gen entD (sed), kodujacy enterotoksyn¢ D
(SED), zlokalizowany jest na duzym plazmidzie pIB485. Czasteczka enterotoksyny D li-
czy 228 aminokwasow (32). Aktywnos$¢ SED moze by¢ przyczyna, m.in. syndromu wstrzasu
toksycznego, szkarlatyno-podobnej goraczki, gronkowcowych zatru¢ pokarmowych i ma-
stitis (5,28). Badania Kuzmy i wsp. (12) dowodza, iz 4,8% szczepdéw gronkowca zlociste-
go, izolowanych od kréw z mastitis na terenie Polski, produkowalo enterotoksyn¢ D.
Z kolei 15,8% badanych szczepoéw tego gatunku, pochodzacych z terenu Niemiec, syntety-
zowalo t¢ toksyne acznie z toksyna J (SEJ) (31). Stephan i wsp. (29) wykazali, ze 11,5%
szczepOw S. aureus, izolowanych od bydla z mastitis na terenie Szwajcarii, syntetyzowato
SED jako jedyna enterotoksyne, za$ ponad 30% — lacznie z enterotoksyna A. Na terenie
Stowacji badano szczepy S. aureus izolowane z mleka owiec, u ktorych nie zaobserwowa-
no zadnych objawow klinicznych; wykazano, ze 22,6% sposrod nich wytwarzalo toksyne
SED (6).

Sekwencja nukleotydowa genu see, kodujacego enterotoksyng E (SEE) jest w 84%
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homologiczna do sekwencji genu sea kodujacego SEA i obecna jest w defektywnym fagu.
Bialko SEE syntetyzowane jest jako 257-aminokwasowa czasteczka, ktdra po obrdbce post-
translacyjnej osiaga dlugos¢ 230 aminokwasdow (25). Uwaza sig, ze 95% wszystkich przy-
padkéw zatru¢ pokarmowych na tle S. aureus jest powodowanych przez , klasyczne” ente-
rotoksyny, w tym réwniez SEE (10, 27).

Enterotoksyny G, H, I naleza do tzw. ,,mlodych” enterotoksyn. Biosynteza SEG i SEI
kontrolowana jest przez operon egc (enterotoxine gene cluster), w ktorego sklad wchodza
réwniez geny sek, sel, sem, sen i seo, a takze pseudogeny  entl iy ent2 (11). Czasteczka
SEG liczy 233, a SEI — 218 aminokwaséw (33). Opisywane enterotoksyny uwazane sa za
jedna z przyczyn syndromu wstrzasu toksycznego u ludzi, zakazonych wytwarzajacym je
gronkowcem (28). Odpowiedzialne sa one rowniez za wywolywanie objawow gronkowco-
wego zatrucia pokarmowego, cho¢ ich zwiazek z wystgpowaniem tego schorzenia nie zo-
stal do konica poznany (11). Badania Orwina i wsp. (14), dowodza jednak, iz struktura
molekularna SEI wskazuje na blizsze podobienstwo do ostatnio odkrytej enterotoksyny K
(SEK), ze wzgledu na brak w jej strukturze petli cystynowej, odpowiedzialnej za objawy
wymiotne. SEG i SEI moga by¢ takze przyczyna wystapienia objawdw gronkowcowej szkar-
latyno-podobnej goraczki (27). Omoe i wsp. (27) wykonali badania dotyczace wystgpowa-
nia gendw seg, seh i sei wrod szczepow S. aureus, izolowanych od ludzi, przede wszyst-
kim od chorych z objawami zatrucia pokarmowego na tle tej bakterii w Japonii, jak row-
niez wsrod szczepow S. aureus, izolowanych od krow z mastitis. Z badan tych wynika, iz
2,8% szczepow zawieralo tylko gen seg, 8,5% tylko gen se/, natomiast ponad 25% bada-
nych szczepdw posiadalo zardwno gen seh, jak i seb. U 16,9% izolatéw stwierdzono obec-
nos$¢ gendw seg i sei. Ponad 71% szczepdw S. aureus, izolowanych od kréw z mastitis,
posiadalo geny seg i sei, przy czym w 33,3% byl to genotyp seg / sei, a w 38% genotyp sec/
seg/sei (27). Obecnos¢ gendw seg, seh i sei badano réwniez w szczepach S. aureus, izolo-
wanych od kréw z mastitis na terenie Polski. Badania te wykazaly, ze gen seg obecny byl
u 32,3% izolowanych szczepow, gen seh u 34,9% i sei u 36,1% (12). Salasia i wsp. (31)
przeprowadzali badania szczepow S. aureus w kierunku produkcji enterotoksyn, w tym
rownicz SEG, SEH i SEI, izolowanych od kréw na terenie Niemiec. Okazalo si¢, ze 15,8%
szczepow gronkowca zlocistego, pochodzacych z terenu Niemiec zawieralo gen sef i az
63,2% geny seg i sei (31).

Gen sek, kodujacy enterotoksyne K (SEK), znajduje si¢ w wyspie patogennosci (7,14).
Czasteczka SEK, lacznie z odcinkiem prekursorowym, liczy 242 aminokwasy. Biologicz-
ne wlasciwosci tej enterotoksyny wskazuja na podobienstwo do innych enterotoksyn. Se-
kwencja nukleotydowa i aminokwasowa enterotoksyny K jest podobna do SEI i SEL.
W czasteczce SEK istnigje tylko jedna reszta cystynowa, co uniemozliwia utworzenie petli
cystynowej, ktdrej istnienie wigze si¢ z wywolywaniem wymiotow u osob, ktore spozyly te
toksyng. Ostatnic badania wskazuja, iz podobna budowa charakteryzuje si¢ rowniez SEI,
dlatego zaproponowano, aby SEK i SEI wydzieli¢ do osobnej podgrupy enterotoksyn gron-
kowcowych. Enterotoksyna K wykazuje znacznie wigksze podobienstwo do SEA, -D i -E
niz do SEB i SEC (14).

Enterotoksyna L (SEL) zostala wykryta niedawno w szczepach S. aureus, izolowanych
od bydla z mastitis. Gen kodujacy t¢ toksyng (sel) jest czgscia wyspy patogennosci SaPI-
bov i kontrolowany jest przez operon egc, za$ jej dojrzala czasteczka ma wielkos¢ 215
aminokwasow (7). Biologiczne wlasciwosci SEL upodobniaja ja do innych, zwlaszcza kla-
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sycznych enterotoksyn, chociaz nie wywoluje ona objawoéw wymiotnych, poniewaz nie
posiada w swojej budowie petli cystynowej (36).

Sekwencja enterotoksyny U (SEU) zostata wydzielona z sekwencji dwoch pseudoge-
now  entl iy ent2, polozonych w obszarze kontrolowanym przez operon ege (21). Jej
biochemiczne i biologiczne wlasciwosci wymagaja dalszych badan.
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Ryc. 1. Analiza filogenetyczna! (dendrogram) gendéw se?, kodujacych enterotoksyny gronkowco-
we od typu A do U

Fig. 1. The philogenetic analysis' (dendrogram) of se? genes encoding staphylococcal enterotox-
ins (types A-U)*

! Analiza filogenetyczna przeprowadzona, w oparciu o program MEGA wersja 3.0 (Kumar, Tamura,
Nei 2004); 2 — numery sekwencji nukleotydowych genow se w banku genoéw (GenBank; http:/
www.ncbi.nlm.nih.gov): sea (153120), seb (152999), sec, (46566), sec, (38426902), sec, (46570),
sed (1492109), see (153001), seg (3323610), seg, (4126682), seh (510691), sei (3323612), sej
(3372540), sek (18266750), sel (11094374), sem (11527263), sen (11527263), seo (11527263), sep
(30043925), seq (18266750), ser (37196677), seu (37681489).

* 1 The phylogenetic analysis based on MEGA v. 3.0 (Kumar, Tamura, Nei 2004); ? — the se genes
sequence code in GenBank (http://www.ncbi.nlm nih.gov): sea (153120), seb (152999), sec, (46566),
sec, (38426902), sec, (46570), sed (1492109), see (153001), seg (3323610), seg, (4126682), seh
(510691), sei (3323612), sej (3372540), sek (18266750), sel (11094374), sem (11527263), sen
(11527263), seo (11527263), sep (30043925), seq (18266750), ser (37196677), seu (37681489).
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PODSUMOWANIE

Zrbéznicowanie i rozpowszechnienie enterotoksyn wytwarzanych przez szczepy gron-
kowcow izolowane od krow z mastitis, jest waznym problemem klinicznym oraz epide-
miologicznym. Analiza wzajemnych powiazan poszczegolnych enterotoksyn gronkowco-
wych, w zakresie ich struktury, wlasciwosci i wystepowania, pozwoli w przyszlosci na
pelniejsze wykazanie rzeczywistej roli, jaka odgrywaja te czynniki zjadliwosci w powsta-
waniu, rozwoju i rozpowszechnianiu procesow chorobowych u ludzi i zwierzat. Niewatpli-
wie zaréwno klasyczne, jak i nowe typy SEs stanowia wazny element chorobotworczosci
gronkowcow, wigzacy epidemiologicznie mastitis z zatruciami pokarmowymi czlowieka,
a ponadto wykazujacy duza tendencj¢ do zmian.

P Nawrotek, J Borkowski, A Boron-Kaczmarska, AJ Furowicz

THE CHARACTERISTICS OF STAPHYLOCOCCAL ENTEROTOXINS PRODUCED
BY STRAINS ISOLATED FROM MASTITIC COWS, INCLUDING
EPIDEMIOLOGICAL ASPECTS

SUMMARY

Staphylococcal enterotoxins (SEs) are big heterogenic group of exotoxins, rather differential in
respect of their nucleotide and amino-acid homology, as well as the location of their genes, molecu-
lar weight and iso-electric point value. SEs were identified in 1959 as the extra-cellular proteins
produced by some Staphylococcus aureus strains. These enterotoxins are known as the pyrogenic
toxins and this group contains also other staphylococcal toxins (staphylococcal toxic-shock syndro-
me toxin — TSST-1, A and B exfoliative toxins and streptococcal scarlet fever toxin). Twenty one
serological types of staphylococcal enterotoxins are distinguished. All of them are structurally and
functionally similar to the toxic shock syndrome toxin (TSST-1). SEs are thermo-stabile proteins,
resistant to many proteolytic enzymes (pepsin, trypsine, chymotrypsine, renine and papain), but this
resistance depends on the temperature and pH. Staphylococcal enterotoxin-encoding genes are lo-
cated as well in the chromosomal DNA, as on the pathogenicity island, in phages, transposones and
plasmids. Enterotoxins are staphylococcal virulence factors responsible for food poisonings in hu-
mans. These proteins are also isolated from cows with mastitis. In various countries, the percentage
of enterotoxin-producing S. aureus strains ranges from 5 to 60%, depending on the enterotoxine
type. The variability and prevalence of enterotoxins produced by staphylococci isolated from masti-
tic cows is very important clinical and epidemiological problem. The analysis of enterotoxins inter-
relations, their structure, properties and occurrence, will provide better revealing their role in the
emerging, development and spreading of human and animal diseases. Classical enterotoxins, as
well as the new types of these proteins, are variable element of staphylococcal virulence that con-
nects the occurence of mastitis with human food poisonings.
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