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WYSTEPOWANIE CRONOBACTER SP. W WYBRANYCH
PRODUKTACH SPOZYWCZYCH

Streszczenie

Celem badan byto okreslenie czesto$ci wystepowania bakterii Cronobacter sp. w wybranych produk-
tach spozywczych, w szczegdlnosci w preparatach dla niemowlat i matych dzieci. Przebadano 160 probek
pochodzacych z zakladow mleczarskich: mleka $wiezego i mleka w proszku, a takze pochodzacych
z handlu: preparaty dla niemowlat i matych dzieci, przyprawy i herbaty i herbatki (czarne, ziotowe, owo-
cowe). W preparatach dla niemowlat nie stwierdzono obecnosci bakterii Cronobacter sp., natomiast wyi-
zolowano je ze $wiezego mleka pochodzacego z zaktadu mleczarskiego oraz z przypraw i herbaty.

Stowa kluczowe: Cronobacter sp., produkty spozywcze

Wprowadzenie

Bakterie z rodzaju Cronobacter zostaly opisane przez Farmera i wsp. w 1980 r.
jako Enterobacter sakazakii. Pdzniejsza analiza sekwencji genow zarowno 16S rRNA,
jak 1 hsp60 wykazata, ze izolaty E. sakazakii tworza co najmniej cztery oddzielne gru-
py genomowe, ktére mogg by¢ oddzielnymi gatunkami. Gatunek E. sakazakii zostat
wigc ponownie sklasyfikowany i obecnie wystepuje jako rodzaj Cronobacter. Podsta-
wa wyodrebnienia tego rodzaju byly analizy genotypowe zweryfikowane analizami
fenotypowymi. Do nowo powstatego rodzaju Cronobacter zaliczono nast¢pujace ga-
tunki: C. sakazakii, C. malonaticus, C. turicensis, C. muytjensii, C. dublinensis oraz
sz6sty bezimienny, nie nazwany jeszcze gatunek [2].

Do niedawna bakterie Cronobacter sp. nie budzity wigkszego zainteresowania
diagnostycznego, gdyz rzadko byly przyczyna choréb u ludzi. Stwierdzono jednak, ze
schorzenia wywotane przez te drobnoustroje cechuje wysoki wskaznik $miertelnos$ci,
a infekcje dotycza glownie noworodkow. Z tych wzgledow mikroorganizmy te staty
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si¢ obiektem wzrastajgcego zainteresowania zarowno lekarzy, epidemiologdéw, jak
1 higienistow zywnosci [8]. Cronobacter sp. najwigksze zagrozenie stanowig dla nowo-
rodkow, szczegdlnie dla wezesniakow, noworodkow z niskg masg urodzeniowsq i niskg
odpornoscia, rowniez dla dzieci matek-nosicielek wirusa HIV, poniewaz dzieci te sg
najczesciej karmione sztucznie. Zagrozenia, jakie powoduje spozycie zywnos$ci zanie-
czyszczonej Cronobacter sp., to m.in. zapalenie opon moézgowych, zapalenie jelit,
a takze zaburzenia neurologiczne [1]. Pierwszy przypadek zakazenia Cronobacter sp.
odnotowano w Anglii w 1958 r. W latach 1958 - 2003 udokumentowanych zostato
76 przypadkéw zakazen noworodkow bakteriami Cronobacter sp., miedzy innymi
w: Kanadzie, Belgii, Danii, Islandii, Niemczech, Grecji, Izraelu, Holandii, Hiszpanii
oraz USA. W Stanach Zjednoczonych przypadki zakazenia wérod noworodkow zostaty
odnotowane w co najmniej 9 stanach [3].

Nie ustalono dotychczas dawki minimalnej do wywotania objawow chorobowych
przez Cronobacter sp. Przyjmuje si¢, ze dawka infekcyjna jest podobna jak dla Neisse-
ria menengitidis, Escherichia coli O157 czy Listeria monocytogenes i wynosi okoto
1000 komorek. Uzalezniona jest ona od roznorodnych czynnikow, takich jak m.in. stan
zdrowia, wiek dziecka czy rodzaj produktu, w ktorym te bakterie si¢ znajdujg. Istotne
znaczenie moze mie¢ roOwniez to, czy drobnoustroje byly wczesniej poddawane dziata-
niu czynnikdéw stresowych podczas procesu produkcji (suszenie, dzialanie ciepta)
w wyniku, czego moga sta¢ si¢ bardziej oporne na dziatanie systemu immunologiczne-
go [9].

Bakterie z rodzaju Cronobacter powszechnie wystepuja w $rodowisku natural-
nym. Jedng z przypuszczalnych nisz Cronobacter sp. jest materiat ro§linny. Bakterie te
zostaly wyizolowane z pszenicy, kukurydzy, soi, ryzu, ptatkow zbozowych, zio6t, przy-
praw, warzyw 1 salatek. Szczury i muchy mogg stanowi¢ dodatkowe zrodla zanie-
czyszczenia tg bakteria. Cronobacter sp. wyizolowany zostal takze z artykutow spo-
zywezych, takich jak ser, migso, sproszkowane mleko — w tym dla niemowlat —
i znacznej ilosci innych sktadnikow oraz potproduktow zywnosciowych. Jego izolaty
uzyskano takze z otoczenia szpitalnego, probek klinicznych z uwzglednieniem plynu
moézgowo-rdzeniowego, krwi, szpiku kostnego, plwociny, moczu, wyrostka robaczko-
wego objetego zapaleniem, przewodéw doprowadzajacych przy karmieniu dojelito-
wym niemowlat, sklepieniu spojowki. Stwierdzano réwniez przypadki bezobjawowego
nosicielstwa u ludzi [6, 7].

Zgodnie z aktualnie obowigzujacymi kryteriami mikrobiologicznymi, zawartymi
w rozporzadzeniu Komisji (WE) nr 1441/2007 z dnia 5 grudnia 2007 r. [15], bakterie
Cronobacter sp. (Enterobacter sakazakii) nie moga by¢ obecne w 10 g preparatow
w proszku dla niemowlat oraz w Zzywnosci dietetycznej w proszku specjalnego prze-
znaczenia medycznego, wykorzystywanej w zywieniu niemowlat do 6. miesigca zycia.
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Celem badan byto okreSlenie obecnosci Cronobacter sp. w produktach spozyw-
czych dostepnych na polskim rynku, ze szczegdlnym uwzglednieniem preparatow do
zywienia niemowlat.

Material i metody badan

Badania przeprowadzono w 2010 r. w Pracowni Mikrobiologii Instytutu Zywno-
$ci i Zywienia. Przebadano tacznie 160 probek produktéw spozywczych w kierunku
obecnosci bakterii Cronobacter sp. (Enterobacter sakazakii). Do badan pobrano probki
pochodzace z zaktadéw mleczarskich: 63 probki §wiezego mleka oraz 10 probek mleka
w proszku. Przebadano réwniez prébki pochodzace z handlu detalicznego: 45 prepara-
tow w proszku dla niemowlat (mleka poczatkowe — 15, mleka nastepne — 15, mleka
powyzej 1 roku — 15) oraz 30 przypraw (ziotowe — 14, korzenne — 9, mieszanki przy-
prawowe — 7) i 12 herbat (ziotowe — 3, owocowe — 2, czarne — 7).

Bakterie Cronobacter sp. (Enterobacter sakazakii) izolowano zgodnie z procedu-
ra opisang w PKN-ISO/TS 22964:2008 [17]. Wyizolowane szczepy z charakterystycz-
ng morfologia, ujemnym testem na oksydazg, niewytwarzajace dekarboksylazy
L-lizyny, wytwarzajace dekarboksylaze L-ornityny i hydrolaze L-argininy, niefermen-
tujagce D-sorbitolu, fermentujace L-ramnoze¢, D-sacharoze i hydrolizujace cytrynian
byly dalej identyfikowane przy uzyciu techniki PCR. Genomowe DNA izolowano
z wykorzystaniem zestawu Gemonic Mini. Reakcj¢ amplifikacji genu kodujacego 16S
rRNA wykonywano metoda opracowang przez Hassan i wsp. [4]. Kontrole pozytywna
reakcji PCR stanowito genomowe DNA izolowane ze szczepu referencyjnego Crono-
bacter muytjensii 51329 ATCC. Produkty amplifikacji rozdzielano w zelu agarozo-
wym. Elektroforez¢ DNA prowadzono w Zzelach agarozowych o st¢zeniu 2 % w bufo-
rze TAE przy napigciu 120 V, przez 40 min. Po rozdziale elektroforetycznym zele
umieszczano (15 min) w wodnym roztworze bromku etydyny. DNA wizualizowano
przy uzyciu UV transiluminatora przy dtugosci fali 300 nm. Wielko$¢ produktow am-
plifikacji poréwnywano ze wzorcem wielkosci DNA — Fermentas MassRuler™ DNA,
Low Range.

Whiyniki i dyskusja

Przeprowadzone badania wykazaty obecnos¢ Cronobacter sp. (E. sakazakii) w 9
probkach, co stanowi 5,6 % wszystkich przebadanych probek zywnosci. W 10 g bada-
nych preparatow dla niemowlat i matych dzieci nie wykryto bakterii Cronobacter sp.
Natomiast stwierdzono obecnos$¢ tych bakterii w probce mleka $wiezego (1,6 %) i 7
probkach przypraw (23,3 %) oraz 1 probcee herbaty (8,3 %) (tab. 11 2).
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Tabela 1l

Wstepowanie bakterii Cronobacter sp. w mleku i jego przetworach.
Occurrence of Cronobacter sp. bacteria in milk and its products.

Mleko w proszku dla niemowlat
Mleko Mleko i matych dzieci
Probki / Samples $wieze | w proszku Powdered milk for infants and bat.>ies
Fresh | Powdered powyzej 1 roku
milk milk poczatkowe | nastgpne for babies aged 1
for newborns | for infants
year and more
Liczba / Count 63 10 15 15 15
Obecnos¢
Cronobacter sp
(w 10 g lub 10 ml) 1 0 0 0 0
Occurrence of Cronobacter sp
(in 10 g or 10 ml)

Tabela 2
Wstepowanie bakterii Cronobacter sp. w przyprawach i herbatach.
Occurrence of Cronobacter sp. in seasoning products and teas.
Przyprawy / Seasoning products Herbatki i Herbaty / Teas
mieszanki
Probki / Samples ziolowe | korzenne | przyprawowe | ziolowe | owocowe | czarne
herbs spices seasoning herbal fruit black
mixtures
Liczba / Count 14 9 7 3 2 7
Obecnos¢ Cronobacter sp
(w10 g).
2 1 4 1 0 0
Occurrence of Cronobacter sp
(inl10g)

Dotychczas bakterie Cronobacter sp. stwierdzano w r6znych rodzajach zywnosci
zardbwno pochodzenia roslinnego, jak i zwierzecego, m.in. w: tofu, herbacie, serach,
wedzonym migsie, mielonej wolowinie oraz w migsie mielonym przeznaczonym do
produkcji wedlin. Soriano i wsp. [18] oraz Richards i wsp. [14] stwierdzili obecnos¢
tych bakterii w 4,2 % probek mleka w proszku, 3,2 % probek sera i roznych sktadni-
kéw dodawanych do zywnosci, 20 % suszonych ziot, przypraw i warzyw.

Badania nad wystepowaniem Cromnobacter sp. w zywnosci prowadzili rowniez
Shaker i wsp. [16]. Probki do badan pochodzity z 13 krajow. Autorzy przebadali 59
roznych probek zywnosci, w tym 15 gotowych do spozycia obiadow dla niemowlat
powyzej 6 miesiaca zycia, 8 probek mleka dla niemowlat od urodzenia do 1 roku, 10
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probek mleka pelnego w proszku, 18 produktéw zbozowych, 5 przypraw i 3 probek
cukru. Ponadto autorzy przebadali 47 probek pobranych ze Srodowiska produkcji zyw-
no$ci. Wymazy robiono z drzwi, $cian, sprzetu i z rozypanych suchych produktow. E.
sakazakii (Cronobacter sp.) wyizolowano z 2/15 obiadéw dla niemowlat, 2/8 prob
mleka dla niemowlat, 1/18 produktéw zbozowych. W Zadnej z probek mleka w prosz-
ku, przypraw, cukru i proébek srodowiskowych nie stwierdzono obecnosci E. sakazakii
(Cronobacter sp.), stwierdzono natomiast obecno$¢ E. agglomerans. W prébkach mle-
ka dla niemowlat zostat wyizolowany E. cloacae. Nazarowec-White i Farber [12] po
przebadaniu 141 odzywek dla niemowlat pochodzacych z 35 krajow potwierdzili
obecnos$¢ bakterii nalezacych do rodzaju Enterobacteriaceae w 52,2 %, wsrdd nich E.
sakazakii (Cronobacter sp.) az w 14 % probek odzywek dla niemowlat. Badania pro-
wadzone przez Heuvelink i wsp. [5] wykazaty obecnos¢ E. sakazakii (Cronobacter sp.)
w 2,5 % badanych preparatow dla niemowlat oraz w 4,2 % mleka w proszku. Iversen
i Forsythe [11] przebadali 82 probki mleka w proszku dla niemowlat i 404 probki in-
nych produktow spozywczych i E. sakazakii (Cronobacter sp.) wyizolowali z 2/82
probek mleka w proszku dla niemowlat, 5/49 suszonej zywnosci dla niemowlat, 3/72
mleka w proszku, 2/62 seréw i 40/122 r6znych suchych sktadnikow zywnosci, zwlasz-
cza ziol i przypraw. Oonaka i wsp. [13] przebadali 149 probek mleka w proszku dla
niemowlat (61 probek produkowanych w Japonii i 88 probek importowanych). Probki
pobrane zostaly z obrotu w okresie od listopada 2006 do lutego 2008 r. E. sakazakii
(Cronobacter sp.) wyizolowano z 9 (6,0 %) sposrod 149 probek mleka w proszku dla
niemowlat. Wérdod probek pochodzacych z kraju E. sakazakii (Cronobacter sp.) zostat
wyizolowany z 4 probek, natomiast sposrod probek pochodzacych z importu E. saka-
zakii (Cronobacter sp.) zostat wyizolowany z 5. Ponadto autorzy potilosciowo zmie-
rzyli poziom E. sakazakii (Cronobacter sp.) w kazdym z 9 probek. Poziom byt szaco-
wany na 0,36 jtk/100 g w 4 produkowanych w kraju probkach oraz 0,36 1 0,91 jtk/100
g w411 naS5 probek importowanych. Natomiast Stasiak-Rozanska i wsp. [20] wyka-
zaty w Polsce dobrg jako$¢ produktow przeznaczonych do zywienia niemowlat
idzieci. Autorki nie stwierdzily obecnosci E. sakazakii (Cronobacter sp.) w zadnej
z 30 badanych probek. Podobne rezultaty uzyskata Sciezynska i wsp. [21] po przeba-
daniu 80 preparatéw do poczatkowego zywienia niemowlat do 6. miesigca zycia oraz
35 kaszek dla dzieci.

Pomimo ze bakterie te wystepuja w roznych rodzajach zywnosci, potencjalnym
zrodtem Cronobacter sp. sg preparaty w proszku [20]. Do tej pory w Polsce nie zareje-
strowano jednak przypadkow zachorowan ludzi spowodowanych bakteriami Crono-
bacter sp. Natomiast w innych krajach Unii Europejskiej i na Swiecie zatrucia pokar-
mowe spowodowane tymi bakteriami stanowig wazny problem epidemiologiczny [1].
W raportach RASFF w 2009 r. zgloszono 6 meldunkow, jeden z nich pochodzit z Pol-
ski. Dotyczyt wystgpowania bakterii Cronobacter sp. w produktach dla niemowlat
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[21]. Zatem konieczny jest ciggly monitoring obecnosci bakterii Cronobacter sp.,
szczegolnie w preparatach przeznaczonych dla niemowlat do 6. miesigca zycia.

Whioski

1. Nie wykazano obecnosci Cronobacter sp. w produktach dla niemowlat i matych
dzieci.

2. Obecnos¢ bakterii Cronobacter sp stwierdzono w 23 % przypraw oraz w pojedyn-
czych probkach mleka i herbatki ziotowe;.
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(2]
(3]

[4]

[13]
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OCCURRENCE OF CRONOBACTER SP. IN SELECTED FOOD PRODUCTS

Summary

The objective of the research study was to determine the occurrence frequency of Cronobacter sp bac-
teria in some selected food products, particularly in the preparations for infants and babies. Analyzed were
160 samples from dairy factories; the samples tested comprised fresh and powdered milk products. The
retail product samples comprised the preparations for infants and babies, seasoning products, and teas
(black, herbal, and fruit teas). The Cronobacter sp bacteria were not found in the preparations for infants,
however, these bacteria were isolated from fresh milk obtained in a dairy factory, as well as from some
seasoning products and teas.

Key words: Cronobacter sp, food products
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