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Streszczenie: Cronobacter spp. uznawane sg za oportunistyczne patogeny we wszystkich grupach wiekowych, szczegélnie u wezesniakow,
niemowlat z niskg masg urodzeniows, os6b w wieku podesztym i 0s6b z obnizong odpornoécig. Obecnie rodzaj Cronobacter obejmuje sie-
dem gatunkéw: C. sakazakii, C. malonaticus, C. turicensis, C. muytjesii, C. universalis, C. dublinensis i C. condimenti. Trzy pierwsze gatunki
Cronobacter zostaly skojarzone z infekcjami klinicznymi noworodkéw i wezesniakow. Zakazenia bakteriami Cronobacter moga powodo-
wac zapalenie komorek nerwowych, zapalenie opon mézgowo-rdzeniowych, tworzy¢ ropnie i torbiele mézgu prowadzace do wodogtowia
oraz martwicze zapalenie jelit. Chociaz zakazenia wywolane przez Cronobacter spp. sa rzadkie to wspotczynnik $§miertelnoéci jest bardzo
wysoki, jak rowniez koszty zwigzane z dlugoterminowym leczeniem powiktan po infekcji. Cronobacter spp. dzieki produkcji otoczek
i biofilmu, termotoleracyjnosci jest odporny na wysuszenie i wykazuje przezywalno$¢ w mieszankach mlekozastepczych i innych produk-
tach o niskiej aktywnosci wody. Cronobacter spp. izolowano z warzyw, zbdz, ptatkéw, ziemniakéw, przypraw, miesa, ryb, sera, tofu, ryzu,
makaronu, czekolady, herbaty oraz z powierzchni abiotycznych w $srodowisku szpitalnym, z przedmiotéw i sprz¢tu medycznego Na pod-
stawie Rozporzadzenia (WE) nr 2073/2005 z dnia 15 listopada 2005, z pdzniejszymi zmianami, Cronobacter spp. powinien by¢ nieobecny
w trzydziestu 10 g probkach preparatow w proszku do poczatkowego Zywienia niemowlat i zywnosci dietetycznej w proszku specjalnego
przeznaczenia medycznego, przeznaczonego dla niemowlat w wieku do 6 miesiecy. W pracy podjeto temat oceny wystepowania zagroze-
nia powodowanego przez bakterie Cronobacter w zywnosci w §wietle obowigzujacych wymagan.

1. Wprowadzenie. 2. Objawy i chorobotworczo$¢ Cronobacter spp. 3. Wymagania przepiséw prawa. 4. Mechanizmy wirulencji Crono-
bacter spp. 5. Taksonomia Cronobacter spp. 6. Wystepowanie Cronobacter spp. w zywnosci. 7. Oporno$¢ Cronobacter spp. na warunki
stresowe. 8. Tworzenie biofilmu przez bakterie z rodzaju Cronobacter. 9. Wykrywanie i oznaczanie liczby Cronobacter spp. 10. Antybiotyko-
oporno$¢ Cronobacter spp. 11. Podsumowanie

CRONOBACTER SPP. - THE SERIOUS RISK IN A BABY FOOD

Abstract: Cronobacter spp. are considered opportunistic pathogens in all age groups, especially in premature babies, children with low birth
weight, the elderly and immunocompromised people. Currently, the genus Cronobacter includes seven species: C. sakazakii, C. malonati-
cus, C. turicensis, C. muytjesii, C. universalis, C. dublinensis and C. condimenti. The first three species of Cronobacter have been associated
with clinical infections of newborns and premature babies. Cronobacter bacterial infections can cause neuritis, encephalomyelitis, the for-
mation of abscesses and cysts of the brain leading to hydrocephalus and necrotizing enterocolitis. Often infected with Cronobacter spp. are
rare, the mortality rate is very high, as well as the costs associated with temporarily treating post-infection complications. Cronobacter spp.
due to the production of capsule and biofilm, high thermotolerance is resistant to drying and survival loads in milk replacers and other
products with water activity. Cronobacter spp. isolated from milk replacers used for the initial feeding of infants, with vegetables, cereals,
potatoes, spices, meat, fish, cheese, tofu, rice, pasta, chocolate, tea and abiotic surfaces in a hospital, with medical products and equip-
ment. Under the Regulation (EC) No 2073/2005 of 15 November 2005, Cronobacter spp. should be absent in thirty 10 g samples of infant
formulas and infant dietetic powders intended for infants up to 6 months old. The subject of the study is the assessment of the occurrence
the hazard caused by Cronobacter in food in the light of applicable requirements.

1. Introduction. 2. Symptoms and pathogenicity Cronobacter spp. 3. Legal requirements. 4. Virulence mechanism Cronobacter spp.
5. Taxonomy Cronobacter spp. 6. Occurrence Cronobacter spp. in food. 7. Resistance Cronobacter spp. to stress conditions. 8. Biofilm
formation by bacteria genus Cronobacter. 9. Detection and determination of numbers Cronobacter spp. 10. Antibiotic resistance Crono-
bacter spp. 11. Summary

Stowa kluczowe: biofilm, chorobotwérczoé¢, Cronobacter spp., wirulencja, wykrywanie
Key words: biofilm, pathogenicity, Cronobacter spp., virulence, detection

1. Wprowadzenie Uznawane sg za oportunistyczne patogeny we wszyst-
kich grupach wiekowych, szczegdlnie u wczesniakow,

Bakterie Cronobacter spp. to Gram-ujemne, wzgled-  niemowlat z niska masg urodzeniowsa, oséb w wieku
nie beztlenowe, ruchliwe, nieprzetrwalnikujace pateczki, podesztym i oséb z obnizong odpornoscia [2, 43, 97].
nalezace do rodziny Enterobacteriaceae [38, 56, 85]. Nazwa rodzaju Cronobacter pochodzi od imienia
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jednego z greckich tytanéw Kronosa, ktéry potykat
wszystkie swoje dzieci po urodzeniu. Obecnie rodzaj
Cronobacter obejmuje siedem gatunkow: C. sakazakii,
C. malonaticus, C.turicensis, C.muytjesii, C.univer-
salis, C.dublinensis 1 C. condimenti. Trzy pierwsze
gatunki Cronobacter zostaly skojarzone z infekcjami
klinicznymi noworodkéw i wezesniakow. C. dublinen-
sis, C. muytjesii i C. condimenti maja prawdopodobnie
matle lub znikome znaczenie kliniczne [2, 97].

Bakterie z rodzaju Cronobacter spp. zalicza si¢ do pa-
togendw odpowiedzialnych za wystepowanie na calym
$wiecie rzadkich, ale zagrazajacych zyciu choréb: zapa-
lenia opon mdzgowych, bakteriemii, kilku form mar-
twiczego zapalenia jelit [2]. W roku 2002 International
Commission for Microbiological Specifications for Food
nadala C. sakazakii ,status zagrozenia, w przypadku wy-
branych populacji, zagrazajacego zyciu lub powoduja-
cego znaczace przewlekle, dlugoterminowe konsekwen-
cje” zaliczajac do tej samej kategorii patogendw zywno$-
ciowych co Clostridium botulinum (typ A i B), Crypto-
sporidium parvum i Listeria monocytogenes [2, 3, 38].

W roku 2005 weszto w zycie Rozporzadzenie Komi-
sji (WE) 2073/2005 (zmienione w 2010 roku Rozporzg-
dzeniem (EU) 365/2010) w sprawie kryteriéow mikro-
biologicznych dotyczacych $rodkéw spozywezych na
mocy, ktdrego istnieje obowigzek badania preparatow
w proszku dla niemowlat (PIF-powdered infant for-
mula) oraz zywnosci dietetycznej w proszku specjalnego
medycznego przeznaczenia, stosowanej w zywieniu nie-
mowlat do 6 miesigca zycia na obecno$¢ Cronobacter
spp. Wedlug tego Rozporzadzenia bakterie Cronobacter
spp. musza by¢ nieobecne w trzydziestu 10-gramowych
porcjach produktu. Pozytywne na obecnos¢ Cronobac-
ter spp. partie mieszanek mlekozastepczych powinny
zosta¢ wycofane z rynku bez koniecznosci wykonywa-
nia analiz przynaleznosci do gatunku [2, 7, 38].

W pracy podjeto temat oceny wystepowania zagro-
zenia powodowanego przez bakterie Cronobacter spp.
w zywnosci w $wietle obowigzujacych wymagan.

2. Objawy i chorobotworczos¢ Cronobacter spp.

Najbardziej narazone na zakazenia wywolane przez
bakterie z rodzaju Cronobacter s3 noworodki ponizej
28 dnia zycia, noworodki urodzone przedwczesnie, nie-
mowleta o niskiej masie urodzeniowej (ponizej 2,5 kg)
i niemowleta z uposledzeniem odpornosci [24, 43,74].
W USA zglaszana zapadalnos¢ (czesto$¢ wystepowania
infekcji wywotanych przez Cronobacter na 100 tysiecy
niemowlat) wynosi 1, natomiast w przypadku niemow-
lat z niska masg urodzeniowg ryzyko zakazenia wzrasta
do 9,4 na 100 tysiecy niemowlat [33].

Po przekroczeniu bariery krew-moézg niektore ga-
tunki Cronobacter, m.in. C. sakazakii moga wywola¢
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zapalenie komorek nerwowych, zapalenie opon moz-
gowo-rdzeniowych oraz tworzy¢ ropnie i torbiele
moézgu prowadzace do wodoglowia. Pierwsze przy-
padki zaplenia opon mdézgowo-rdzeniowych zwigza-
nych ze spozyciem zakazonych bakterig C. sakazakii
mieszanek mleko zastepczych opisano w 1961 r. [93].
Wskaznik $miertelnosci niemowlat zwigzany z nowo-
rodkowym zapaleniem opon modzgowo-rdzeniowych
szacuje si¢ na okolo 40-80% [18, 38]. W 94% przypad-
kow u niemowlat, ktére przezyly ropne zapalenie opon
mozgowo-rdzeniowych, wywotane zakazeniem C. saka-
zakii, choroba ta pozostawiata nieodwracalne powikla-
nia neurologiczne m.in. wodoglowie, zaburzenia stuchu
i wzroku oraz niedowtad konczyn [18].

Pierwsze przypadki zakazen bakteria C.sakazakii
stwierdzono w Holandii w latach 1977-1981. Doszlo
wowczas do zakazenia o$miorga niemowlat bakteria
C. sakazakii, z ktérych przezyto dwoje [65]. W Islandii
w latach 1986-1987 odnotowano trzy przypadki zaka-
zenia C. sakazakii. Jedno z niemowlat nie przezyto.
U drugiego dziecka doszlo do znaczacego uposledze-
nia rozwoju psychicznego i fizycznego. U trzeciego nie-
mowlecia stwierdzono powiklania w postaci zespolu
napadéw padaczkowych i opdznien w rozwoju [9].
W latach 1993-1998 odnotowano 4 przypadki zakazen
niemowlat w Izraelu. Bakterie z gatunku C. sakazakii
wyizolowano m.in. z miksera uzywanego do przygoto-
wania mieszanki mlekozastepczej [10]. W okresie od
czerwca do lipca 1998 roku doszto do zakazenia dwu-
nastu noworodkéw w Belgii. Dzieci mialy mase uro-
dzeniowa <2000 g i karmione byly mieszanka mleko-
zastepcza. Dwoje noworodkow zmarto [94].

Pozostale, wybrane przypadki infekcji wywotane
bakteriami z rodzaju Cronobacter spp. przedstawiono
w tabeli I. Mimo rosngcej $wiadomosci zagrozenia
zachorowania wciaz sie zdarzajg, potwierdza to m.in.
przypadek z 2015 roku z Australii, gdzie w wyniku zaka-
zenia C. sakazakii zmarlo niemowle. Bakteri¢ wyizo-
lowano z mleka matki, ktére bylo odciagane recznym
laktatorem. Izolaty bakterii obecne we krwi niemow-
laka i w mleku matki byly identyczne, co potwierdza,
ze noworodek byl narazony na patogen, poprzez kon-
sumpcje mleka kobiecego (Tab.I) [61]. W 2016 roku
w USA zdiagnozowano u noworodka sepse. Niemowle
karmione bylo mlekiem kobiecym uzyskanym od
dawczyni. Proby pobrane z ptynu mézgowo-rdzenio-
wego i krwi wykazaly obecno$¢ C. sakazakii. Bakterie
wyizolowano réwniez z laktatora uzywanego do odcig-
gania pokarmu kobiecego (Tab.I) [11]. W 2017 roku
w Brazylii w wyniku zakazenia Cronobacter spp. zmart
noworodek (urodzil si¢ w 35 tygodniu cigzy, karmiony
byt mlekiem matki oraz mieszanka mleko zastepcza).
Wyizolowany z krwi Cronobacter spp. zidentyfikowano
jako C. sakazakii ST494 [14]. Zeng i wsp. [101] opisali
przypadek zakazenia chlopca bakterig Cronobacter spp.
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Tabela I

Wybrane infekcje noworodkéw wywotane przez bakterie Cronobacter spp.
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. Liczba . . " Pi$mien-
Rok Kraj chorych Objawy/choroba Skutek infekeji nictwo
1979 | USA 1 Posocznica Brak danych [64]
1988 | USA 4 Bakteriemia - 2 przypadki, zakazenie drég moczowych Brak danych [84]
- 1 przypadek, krwawa biegunka - 1 przypadek
1992 | Indie 1 Zapalenie opon mézgowych Smier¢ [80]
1994 | Francja 13 Zapalenie opon mézgowych — 1 przypadek, posocznica | Smier¢ — 4 przypadki [6,13]
- 1 przypadek, martwicze zapalenie jelit — 7 przypadkéw,
brak objawo6w klinicznych - 4 przypadki
1998 | Belgia 12 Martwicze zapalenie jelit Smier¢ - 2 przypadki [94]
1998 | Brazylia 4 Bakteriemia Brak danych [22]
1998 | Filipiny 12 Zakazenia drog moczowych, bakteriemia Brak danych [22]
1999 | USA 1 Zapalenie opon mdzgowo-rdzeniowych Neurologiczne powiklania [12]
2000 | Izrael 2 Zapalenie opon mézgowo-rdzeniowych - 1 przypadek Brak danych (4]
Posocznica - 1 przypadek
2001 | USA 4 Zapalenie opon mdzgowo-rdzeniowych - 3 przypadki Smier¢ - 1 przypadek [22,31,
Zakazenia drég moczowych - 1 86]
2002 | Belgia 1 Zapalenie opon mozgowo-rdzeniowych Smier¢ [77]
2002 | Brazylia 1 Zapalenie opon mdzgowo-rdzeniowych Smier¢ [5]
2002 | Indie 1 Zapalenie opon mozgowo-rdzeniowych Smier¢ [80]
2002 | USA 5 Zapalenie opon mozgowo-rdzeniowych - 3 przypadki Smier¢ - 1 przypadek [22]
Bakteriemia — 2 przypadki Powiklania neurologiczne
- 2 przypadki
2003 | USA 4 Zapalenie opon mézgowo-rdzeniowych - 2 przypadki, Smier¢ - 1 przypadki [22]
Bakteriemia — 2 przypadki
2004 | Nowa Zelandia Zapalenie opon mdzgowo- rdzeniowych - 1 przypadek Smier¢ - 1 przypadek [44]
2004 | Francja 4 Zapalenie opon mozgowych- 2 przypadki, Smier¢ - 2 przypadki [15, 78]
krwotoczne zapalenie okreznicy - 1 przypadek,
zapalenie spojowek — 1 przypadek
2004 | USA 1 Zapalenie opon mézgowo-rdzeniowych Powikfania neurologiczne [22]
2004 | Holandia 1 Bakteriemia Brak danych [89]
2005 | Stowenia 1 Posocznica Brak danych [73]
2005 | USA 1 Zapalenie opon mézgowo-rdzeniowych Powiktania neurologiczne [22]
2006 | Hiszpania 1 Bakteriemia Brak danych [1]
2006 | Szwajcaria 2 Zapalenie opon mozgowo- rdzeniowych - 2 przypadki Smier¢ - 2 przypadki [60]
2006 | USA 2 Zapalenie opon mézgowo- rdzeniowych - 2 przypadki Powiklania neurologiczne | [11,22]
2007 | USA 7 Zapalenie opon mdzgowych- 3 przypadki, bakteriemia Smier¢ - 1 przypadek [22]
- 3 przypadki, martwicze zapalenie jelit - 1 przypadek Powiklania neurologiczne
- 10 przypadkéw
2007 | Hiszpania 1 Zapalenie opon mdzgowo-rdzeniowych Brak danych [79]
2008 | Japonia 1 Zapalenie opon mozgowo-rdzeniowych Powiklania neurologiczne [22]
2008 | USA 2 Zapalenie opon mézgowo-rdzeniowych Powiklania neurologiczne [22]
- 1 przypadek
2008 | Kanada 1 Zapalenie opon mézgowo-rdzeniowych Brak danych [22]
2008 | Korea 1 Zapalenie opon mdzgowo-rdzeniowych Brak danych [48]
2010 | Meksyk 2 Krwawa biegunka Brak danych [41]
2015 | Australia 1 Bakteriemia Smier¢ [61]
2015 | Chiny 1 Zapalenie opon mdzgowo-rdzeniowych Powiklania neurologiczne | [101]
2016 | USA 1 Bakteriemia Brak danych [11]
2017 | Brazylia 1 Ropien moézgu Smier¢ [14]
2018 | USA 1 Bakteriemia Brak danych [90]
Zrédlo: opracowanie wlasne.
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w Chinach. W plynie mézgowo-rdzeniowym wykryto
liczne leukocyty, a w moézgu ropnie. Podawano dozyl-
nie antybiotyki: cetazydym, a nastgpnie meropenem.
Objawy kliniczne ustapily, jednak po 3 tygodniach
stwierdzono uposledzony rozwdj umystowy i fizyczny
dziecka. Z ptynu mézgowo-rdzeniowego wyizolowano
C. sakazakii ST256 serotyp O1 [101].

3. Wymagania przepisow prawa

Komunikacje ryzyka, zwigzanego z wystepowaniem
bakterii Cronobacter spp. w zywnosci dla niemowlat,
w Rozporzadzeniu (WE) 2073 w sprawie kryteridw
mikrobiologicznych dotyczacych srodkéw spozyw-
czych z 15 listopada 2005 poprzedzity spotkania Komi-
tetow Kodeksu Zywnoséciowego ds. Higieny Zywnosci
(35 sesja w 2003) oraz Zywienia i Zywnosci Specjalnego
Dietetycznego Przeznaczenia (24 sesja w 2003). Zadecy-
dowano o rewizji obowigzujacego Kodu Praktyk Higie-
nicznych Zywnoéci dla Niemowlat i Dzieci i zwrécono
sie do FAO i WHO o jak najszybsze zwolanie spotkania
ekspertéw w sprawie wystepowania E. sakazakii w mie-
szankach mlekozastepczych (PIF). Spotkanie ekspertow
FAO/WHO odbyto si¢ w lutym 2004 roku w Genewie.
Poswigcone zostalo bezpieczenstwu zywnosci dla nie-
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mowlat i matych dzieci oraz zapobieganiu potencjalnie
ciezkim zakazeniom u niemowlat. Patogeny zwigzane
z mieszankami mlekozastepczymi, w wyniku przepro-
wadzonej oceny ryzyka, podzielono na trzy grupy wg
ryzyka wystgpienia i skutkéw zdrowotnych. Pierwsza
grupa to kategoria A — wysoki zwigzek przyczynowo
skutkowy zakazen niemowlat w wyniku spozycia mie-
szanek mlekozastepczych. Do tej kategorii zaliczono
Salmonella i Cronobacter spp. Do kategorii B — zwigzek
przyczynowo-skutkowy jest prawdopodobny, ale nie
potwierdzony, zaliczono: Escherichia coli, Escherichia
vulneris, Citrobacter koseri, Enterobacter cloacae, Hafnia
alvei, Pantoea agglomerans, Klebsiella pneumoniae, Kleb-
siella oxytoca, Acinetobacter spp. Kategoria C - zwiazek
przyczynowo-skutkowy mniej prawdopodobny lub
jeszcze nie wykazany, to: Clostridium botulinum, Sta-
phylococcus aureus, Listeria monocytogenes i Bacillus
cereus. Opracowano model oceny ryzyka w celu opisa-
nia czynnikéw prowadzacych do zakazenia E. sakazakii
(Cronobacter spp.) u niemowlat oraz zidentyfikowania
potencjalnych strategii ograniczania ryzyka. Opraco-
wany model oceny ryzyka ulatwia takze poréwnanie
poziomu zanieczyszczenia produktu w zaleznoséci od
sposobu przygotowania produktu, obrotu i karmienia.
Ponadto zapewnia $rodki do oceny kryteriéw mikro-
biologicznych i planu pobierania probek pod wzgledem

Tabela II
Wybrane geny Cronobacter spp.

Gen Dzialanie Pis’.mien—
nictwo
Chorobotworczos¢
cpa Aktywuje plazminogeny
sip Wchodzi w interakeje siderforéw [16]
hly Wykazuje dziatanie hemolizujace
ibeA
ibeB Aktywowanie srodbtonka naczyn moézgowych [51]
yijP
Wykorzystanie kwasu sjalowego
nanAKT | Koduje wykorzystanie egzogennego kwasu sjalowego | [47]
Odpornos¢ na stres srodowiskowy
curliGR55 | Zapewnia odpornos¢ komorek bakterii na niskg aktywnos¢ wody | [26]
Tworzenie biofilmu
flhE Synteza rzeski
mgtB Koduje czynniki wirulencji
fliD Synteza rzeski
alsS Koduje podstawowe procesy komorkowe 27]
flg] Synteza rzeski
cyoD Koduje podstawowe procesy komoérkowe
ftsK Odgrywa kluczowa role w podziatach komérkowych
besC, bes B, bes A | Synteza celulozy

Zrédlo: opracowanie wlasne.
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redukeji ryzyka i odsetka odrzuconych partii produk-
tow. Model oceny ryzyka szacuje wzgledne ryzyko cho-
roby wywolane przez E. sakazakii (Cronobacter spp.)
dla niemowlat z wewnetrznie skazonego PIFE nie bierze
pod uwage zanieczyszczenia i rekontaminacji ze $ro-
dowiska lub innych zrédet po wytworzeniu. Ponadto
opracowano szereg rekomendacji dla krajow cztonkow-
skich i organizacji pozarzadowych (NGOs) uwzgled-
niajacych m.in ustalenie odpowiednich specyfikacji
mikrobiologicznych dla E. sakazakii w mieszankach
mlekozastepczych oraz wskazanie Enterobacteriaceae
zamiast E. coli, jako kryterium oceny higieny $rodo-
wiska produkcyjnego [22].

Podczas kolejnego spotkania technicznego grupy
ekspertéw w 2006 roku dokonano oceny opracowanego
modelu oceny ryzyka [21]. Wynik tej pracy dostarczyt
porad i wytycznych zmniejszajacych ryzyko zakazenia
niemowlat w wyniku konsumpcji mleka modyfiko-
wanego w proszku (PIF). Spotkanie ekspertow FAO/
WHO w 2008 dotyczylo podjecia decyzji w sprawie
ustanowienia kryterium bezpieczenstwa mikrobiolo-
gicznego dla E. sakazakii (Cronobacter spp.) w przy-
padku mieszanek do Zywienia niemowlat powyzej
12 miesigca zycia (FUF - follow-up formula).

Prace ekspertow FAO/WHO wspierala Komi-
sja. Kodeksu Zywnoéciowego (Codex Alimentarius
Commission — (CAC), Komitet ds. Higieny Zywno$ci
(Committe on Food Hygiene — CCFH), ktéry jest
odpowiedzialny za opracowanie wytycznych zarza-
dzania ryzykiem w obszarze bezpieczenstwa Zzywnosci
na poziomie miedzynarodowym. Ustalenia ze spotka-
nia technicznego z 2006 r. stanowily wklad w finali-
zacje Kodeksu Praktyk Higienicznych dla Preparatow
w Proszku dla Niemowlat i Matych Dzieci (wraz z Anek-
sem I i II14) (Codex Code of Hygienic Practice for
Powdered Formulae for Infants and Young Children).

4. Mechanizmy wirulencji Cronobacter spp.

W literaturze opisano dwa podstawowe mecha-
nizmy wirulencji Cronobacter spp.: adhezja do komoérek
nablonka jelitowego oraz adhezja do komorek srod-
btonka naczyn moézgowych [51].

Adhezja bakterii Cronobacter spp. do nablonka
jelitowego powoduje zwiekszong apoptoze komorek
nabtonka i utrat¢ integralnosci bariery nablonkowej
[58]. Bakterie Cronobacter spp. wykorzystuja biatka
powierzchniowe komorek gospodarza np. fibronek-
tyne, aby przylaczy¢ sie do komoérek nablonkowych
jelita oraz mikrofilamenty i mikrotobule do atakowa-
nia komorek gospodarza [43]. Przyleganie Cronobacter
spp. do nabtonka jelitowego wywoluje stan zapalny. Po
przekroczeniu bariery jelitowej bakteria moze prze-
dosta¢ si¢ do krwioobiegu, powodujac sepsg, posocz-

nice, kilka postaci martwiczego zapalenia jelit, zapale-
nia migdatkow, zapalenia szpiku i kosci oraz infekcje
drég moczowych [2, 57, 74].

W warunkach in vitro stwierdzono, ze biatko btony
zewnetrznej A komorek (OmpA) odgrywa kluczowa
role w inwazji na komorki nablonka jelitowego oraz
srédblonka naczyn moézgowych [50]. Przypuszcza sie,
ze Cronobacter spp. wnika do komorek nerwowych na
zasadzie fagocytozy i zakléca dojrzewanie komorek
dendrytycznych [43]. Uwaza si¢, ze geny ibeA, ibeB
i yijP C.sakazakii odpowiedzialne s3 za atakowanie
srédblonka naczyn moézgowych [51]. Kim i wsp. [51]
wykryli w szczepie C.sakazakii ATCC 29544" gen
kodujacy OmpA oraz gen ibeB.

Chorobotworczo$¢ Cronobacter spp. moze byc
zwigzana takze z produkcja enterotoksyny, ktora moze
wzmacnia¢ wirulencje i translokacje przez bariere
krew-mozg i jelita [71]. Raghav i Aggarwal [76]
okreslili, mase czasteczkowa toksyny, ktoéra wynosi
66kDa i jest stabilna w 90°C przez 30 min. Oprdcz
enterotoksyn Cronobacter spp. produkuje enzymy pro-
teolityczne, ktore powodujg rozktad komorki gospo-
darza np. metaloproteaza cynkowa deformuje komorki,
prowadzac do ich uszkodzenia [71], Cronobacter spp.
posiada mechanizm obronny przed ukltadem immu-
nologicznym gospodarza, dzigki tolerancji $rodo-
wiska makrofagéw [43, 91, 92]. Przezywalno$¢ bak-
terii w makrofagach jest r6zna w przypadku roznych
gatunkow Cronobacter. Wedlug Townsend i wsp. Cro-
nobacter spp. moze przetrwa¢ w makrofagach od 48 do
96 godzin [91, 92].

Zidentyfikowano trzy przypuszczalne geny wirulen-
cji Cronobacter spp.: cpa (aktywator plazminogenu), sip
(biatko wchodzace w interakcje siderforéw, czyli nosni-
kow jonow zelaza) i hly (hemolizyna typu III) [16].

Infekcje wywolane przez Cronobacter sakazakii
dotycza okreslonych typéw sekwencji (ST ang. Sequ-
ence Type — sekwencje nukleotydowe dla kazdego
z fragment6w genu s3 traktowane jako allele, tworzac
profil alleliczny, czy typ sekwencji ST dla badanego
szczepu) i ztozonych kompleksow klonalnych. C. saka-
zakii ST12 powigzany jest z wywolaniem martwiczego
zapalenia jelit u noworodkoéw. C. sakazakii ST4 i CC4
skojarzono z zapaleniem opon mézgowo-rdzeniowych
u noworodkéw, CC7 C. malonaticus z infekcjami doro-
stych [17, 97]. Analiza typowania sekwencji multilo-
cus (MLST - Multilocus sequence typhing) bakterii
C. sakazakii pochodzacych z 7 krajéw w 41 prébkach
klinicznych wykazala obecno$¢ tego samego szczepu
C. sakazakii ST4 w 20 probkach zebranych w latach
1977-2008 pochodzacych z 6 krajow (Holandia, Fran-
cja, USA, Nowa Zelandia, Republika Czeska i Kanada)
[46]. Akineden i wsp. [2] donosi o wykryciu wysoce
zjadliwego szczepu ST4, w dwdch probkach mieszanki
dla niemowlat w proszku.
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5. Taksonomia Cronobacter spp.

Bakterie Cronobacter spp. sa oksydazo ujemna, kata-
lazo dodatnia, wzglednie beztlenowa, Gram-ujemna,
ruchliwg paleczka. Redukujg azotany, wykorzystuja
cytrynian, hydrolizujg eskuline i arginine oraz wytwa-
rzaja kwas z D-glukozy, D-sacharozy, D-rafinozy,
D-melibiozy, D-celobiozy, D-mannitolu, D-mannozy,
L-ramnozy, L-arabinozy, D-ksylozy, D-trehalozy, galak-
turonianu i D-maltozy. Bakterie rodzaju Cronobacter
metabolizujg substraty: 5-bromo-4-chloro-3-indolilo-
a-D-glukopiranozyd, 4-metyloumbelliferylo-a-D-glu-
kopiranozyd, 4-nitofenylo-a-D-glukopiranozyd, 4-nito-
fenylo-p-D-glukopiranozyd, 4-nitofenylo-a-D-galakto-
piranozyd i 4-nitofenylo-fB-D-galaktopiranozyd. Bakte-
rie Cronobacter spp. daja pozytywny wynik w produkcji
acetoiny (test Vogesa-Proskauera) i negatywny w przy-
padku testu czerwieni metylowej. Produkuja siarkowo-
dér i hydrolizuja mocznik. Rodzaj Cronobacter obej-
muje siedem gatunkéw: C. sakazakii, C. malonaticus,
C. turicensis, C. muytjesii, C. universalis, C. dublinensis
i C. condimenti [39].

Nazwa gatunkowa C.malanoticus odnosi si¢ do
wykorzystania przez bakterie C. malonaticus malonianu.
C. malanoticus pierwotnie wyizolowany byt z rop-
nia piersi i jest dostepny pod numerem LMG 23826"
w BCCM/ LMG Bacteria Collection w Ghent (Belgia)
oraz jako DSMZ 18702" w Instytucie Leibniza DSMZ
w Braunschweig (Niemcy) [39].

Gatunek C. muytjensii nazwany jest na cze$¢ holen-
derskiego mikrobiologa Harryego Muytjensa. C. muyt-
jensii ATCC 51329" zdeponowano w Mannassas (USA)
oraz jako CIP 1035817 dostepny jest w Instytucie Pas-
teura w Paryzu (Francja) [39].

Nazwa gatunkowa C. dublinensis odnosi si¢ do mia-
sta Dublin, w ktérym zostal wyizolowany po raz pierw-
szy w zakladzie produkcji mleka w proszku i dostepny
jest pod numerem LMG 23823"w BCCM/ LMG Bac-
teria Collection w Ghent (Belgia) oraz pod numerem
DSMZ 18705" w Instytucie Leibniza DSMZ w Braun-
schweig (Niemcy) [39]. Bakteria z gatunku C. turicensis
pierwotnie wyizolowana zostala ze $miertelnego przy-
padku noworodkowego zapalenia opon moézgowo-
rdzeniowych w Zurychu w 2005 r. Szczep ten dostepny
jest pod numerem LMG 23827" BCCM/ LMG Bacteria
Collection w Ghent (Belgia) oraz pod numerem DSMZ
18703" w Instytucie Leibniza DSMZ w Braunschweig
(Niemcy). Nazwa gatunkowa C. turicensis odnosi si¢ do
tacinskiej nazwy Zurychu-Turicum [39].

Poczatkowo C. sakazakii okreslano jako Enterobac-
ter cloacae. W 1980 r. Farmer i wsp. przeklasyfikowat
Enterobacter cloacae jako nowy gatunek i nazwal na
cze$¢ japonskiego mikrobiologa Riichi Sakazakii — Ente-
robacter sakazakii [23]. Nazwe Rodzaju Cronobacter
zaproponowano po analizie sekwencji genu 16S rRNA
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réznych szczepdw nalezacych do gatunku Enterobacter
sakazakii w wyniku ktérej wyodrebniono szes¢ grup
genomowych [85]. Gatunek C. sakazakii zostal wyod-
rebniony z gatunku Enterobacter cloacae w wyniku roz-
nic w sekwencji DNA. DNA C. sakazakii jest w 53-54%
homologiczne z DNA bakterii Enterobacter i Citrobac-
ter. Na podstawie blizszego pokrewienstwa C. sakazakii
do E. cloacae, (sekwencja genotypowa C. sakazakii jest
w 51% identyczna z E. cloacae oraz w 41% z Citrobacter
freundii) [38]. Pierwotny szczep C. sakazakii wyizolo-
wano z gardla dziecka i dostepny jest pod numerem
ATCC 29544 w Mannassas w USA i pod numerem
NCTC 11467" w Londynie [38, 39].

Bakteria C. sakazakii jest jedynym gatunkiem Cro-
nobacter spp., ktory posiada klaster genu nanAKT,
kodujacy wykorzystanie egzogennego kwasu sjalo-
wego jako zrédla wegla do wzrostu [47]. Grim i wsp.
[26] stwierdzili, ze szczepy C. sakazakii wykorzystuja
kwas sjalowy lub jego pochodng kwas N-acetyloneu-
raminowy, podczas gdy inne gatunki Cronobacter
spp. nie wykorzystuja tego kwasu. Stwierdzono réw-
niez obecno$¢ dwdch regionéw genomowych (GR127
i GR 129) u szczepu C. sakazakii BAA-894, ktore biora
udzial w wykorzystywaniu kwasu sjalowego [26]. Kwas
sjalowy wystepuje w mleku kobiecym, mieszankach
mleko zastepczych, mleku modyfikowanym, mucynie
wyscielajacej jelita i jest skladnikiem gangliozyddw,
ktore wystepuja w komorce nerwowej i biorg udziat
w funkcjonowaniu tkanek nerwowych [47].

6. Wystepowanie Cronobacter spp. w zywnosci
i srodowisku szpitalnym

Bakterie z rodzaju Cronobacter spp. izolowano
z preparatow mlekozastepczych wykorzystywanych
w poczatkowym zywieniu niemowlat oraz z szerokiej
gamy innych produktéw spozywczych: warzyw, zboz,
platkéw, ziemniakow, przypraw, migsa, ryb, sera, tofu,
ryzu, makaronu, czekolady, herbaty [8, 11, 24, 25, 33,
38, 56, 59, 85, 87]. W badaniu Berthold-Pluta i wsp. [8]
wyizolowano 21 szczepdw Cronobacter spp. (13 szcze-
pow C. sakazakii, 4 szczepy C.muytjensii, 2 szczepy
C. turicensis, 1 szczep C. malonaticus i 1 szczep C. con-
dimenti) z warzyw liSciastych i kietkéw. Li i wsp. [56]
stwierdzili obecno$¢ Cronobacter spp. w produktach
zbozowych i przyprawach. Lee i wsp. [54] wykazali,
ze Cronobacter spp. wystepuje takze w zbozach i pro-
duktoéw zbozowych. Garbowska i wsp. [25] stwierdzily
obecnos¢ Cronobacter spp. w ziotach (bazylia, oregano,
pietruszka) oraz w mieszance przyprawowej (ziola pro-
wansalskie). W badaniu Gurtler i wsp. [28] Cronobac-
ter spp. stwierdzono w ryzu, owsie, mace, okruchach
chleba. Obecnos¢ Cronobacter spp. w zbozach i pro-
duktach zbozowych moze wynikac z obecnosci tej bak-



CRONOBACTER SPP. - POWAZNE ZAGROZENIE W ZYWNOSCI DLA NIEMOWLAT

terii w srodowisku naturalnym oraz z zanieczyszczen
zakladéw produkcyjnych [56]. Bakterie Cronobacter
spp. izolowano réwniez z prébek pobranych z gospo-
darstw rolnych, zwierzat hodowlanych [63], a takze ze
$rodowiska: kurzu, wody, $ciekdw, gleby [33]. W Afryce
Potudniowej wyizolowano Cronobacter spp. z 28 roz-
nych préb zywnosci i Srodowiska, C. sakazakii stanowit
92,8% wyizolowanych szczepow [88].

Reich i wsp. w swojej pracy z roku 2010 [81] stwier-
dzili, ze zanieczyszczenia mieszanek mlekozastepczych
skorelowane byly z zanieczyszczeniem srodowiska pro-
dukcyjnego. Uwzglednia sie dwie drogi zanieczyszcze-
nia mieszanek mlekozastepczych: wewnetrzng i zew-
netrzng. Wewnetrzna droga zanieczyszczenia dotyczy
$rodowiska produkcyjnego. Podczas procesu produk-
cyjnego mleka modyfikowanego nieswiadomie wyko-
rzystuje sie skazone surowce lub dochodzi do zanie-
czyszczenia krzyzowego. Zanieczyszczenie zewnetrzne
spowodowane jest nieprawidlowa higieng przygotowa-
nia mleka z mieszanek mlekozastepczych [2, 49]. Do
nieprawidlowych praktyk higienicznych przygotowania
mleka modyfikowanego naleza: dlugie przechowywanie
przygotowanej mieszanki, przechowywanie przygoto-
wanej mieszanki w termosach oraz nieprawidtowy spo-
sob mycia butelek i sprzetu stuzacego do przygotowania
mleka. Alternatywg podgrzewania przygotowanej mie-
szanki w termosie jest mozliwo$¢ podgrzewania samej
wody sluzacej do przygotowania mleka. Mieszanke
powinno dodawac¢ si¢ do wody bezposrednio przed kar-
mieniem. Pozostalo$ci po karmieniu nie powinny by¢
przechowywane, tylko natychmiast wylewane. Woda
stuzaca do przygotowania mleka z mieszanki mleko-
zastepczej powinna mie¢ minimum 70°C [41].

Obecno$¢ Cronobacter spp. stwierdzono na po-
wierzchniach, przedmiotach i sprzg¢cie medycznym
w Srodowisku szpitalnym. Bakterie izolowano m.in. ze
stetoskopu lekarskiego, szczotek uzywanych do mycia
butelek oraz sprzetu uzywanego do przygotowania
pokarmu dla niemowlat [33, 102].

7. Opornosé¢ Cronobacter spp. na warunki stresowe

Bakterie z rodzaju Cronobacter spp. moga przezy¢
w szerokim zakresie temperatur (od 5 do 44-47°C) oraz
w produktach o niskiej aktywnosci wody [33], w tem-
peraturze 4°C oraz przy aktywnosci wody od 0,30 do
0,83 moze przetrwac¢ nawet do 12 miesigcy [30].

Szczepy Cronobacter spp. w poréwnaniu z innymi
bakteriami z rodziny Enterobacteriaceae wykazujg
wysoka tolerancje na stres srodowiskowy (niskie pH,
i a, wysoka temperature, stres osmotyczny, wysycha-
nie) [18, 57]. Optymalna temperatura wzrostu wynosi
37-39°C, za maksymalng temperature wzrostu przy-
jeto 44-47°C. Nalezy jednak zauwazy¢, ze C.sakaza-
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kii ATCC 29544" nie wykazuje wzrostu w tempera-
turze powyzej 42°C [67] jednakze temperatura ta wg
ISO/TS 22964 z 2006 roku byla temperaturg inkubacji
bakterii. W temperaturze pokojowej (21°C) czas podwo-
jenia bakterii Cronobacter spp. w rekonstytuowanej
mieszance mlecznej wynosit 75 min., natomiast w tem-
peraturze 10°C okofo 10h co oznacza, ze jest zdolny
do powolnego wzrostu w temperaturach chlodniczych.
Wartosci D, = 54,8 min. i D, = 2,5 min. ekstrapolowane
do temperatury 72°C wskazuja na wysoka termotole-
rancje bakterii Cronobacter spp. (wartos¢ z=>5,82°C).
Wyjasnia to ich przezywalnos¢ podczas procesu produk-
cji odwodnionych mieszanek mlekozastepczych [38].

Opornos¢ na wysuszenie szczepow Conobacter spp.
jest prawdopodobnie spowodowana nagromadzeniem
trehalozy wewnatrz komorek. Trehaloza dziala jako
$rodek ochronny [43]. Barron i Forsythe [6] stwier-
dzili takze, ze pozakomorkowe polisacharydy chro-
nia komorki bakterii przed wysuszeniem. C. sakazakii
produkuje beta-karoten, ktory chroni komorki bakterii
przed rodnikami tlenowymi [45]. Wszystkie szczepy
Cronobacter spp. maja geny kodujace trimetyloglicyne
i trehaloze [45]. Umozliwia to przetrwanie bakteriom
w $rodowisku i w produktach o niskiej aktywnosci
wody [43]. Dodatkowo zidentyfikowano geny operonu
biosyntezy celulozy, operon biosyntetyczny otoczki, gen
curli GR55, ktdrych ekspresja moze zapewni¢ odpor-
no$¢ bakterii na niska aktywnos$¢ wody [26].

Bakterie z rodzaju Cronobacter spp. sa oporne na
niskie pH, dlatego moze przetrwa¢ w kwasnym s$ro-
dowisku zofadka. Niemowleta nie maja w pelni rozwi-
nietej kwasowosci zotadka, co moze tlumaczy¢ zwiek-
szone ryzyko infekcji powodowanych przez Cronobac-
ter. W pH 4,5 w czasie 24 godzin bakterie z rodzaju
Cronobacter spp. sa zdolne do wzrostu do poziomu
okoto 10°jtk/ml. Obecnos¢ genu sodA prawdopodob-
nie zapewnia oporno$¢ bakterii Cronobacter spp. na
wewnatrzkomorkowy oksydaze makrofagows i warunki
kwasowe [43, 57].

8. Tworzenie biofilmu przez bakterie
z rodzaju Cronobacter

Bakterie Cronobacter spp. tworza biofilm, ktdry
moze stanowi¢ fizyczng bariere przed niekorzystnymi
warunkami $rodowiskowymi. Tym samym bakterie
staja sie oporne na brak wody, dezynfekcje, temperature
i antybiotyki. Bakterie z rodzaju Cronobacter spp. maja
zdolno$¢ adhezji do szkla, stali nierdzewnej, silikonu,
lateksu, poliweglanu i plastiku. C. sakazakii wykazuje
najsilniejsza adhezje do polichlorku winylu, nastepnie
silikonu i stali nierdzewnej [27].

Noworodki urodzone przedwczesnie sg czesto
karmione za pomocg rurek nosowo-zoladkowych.
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Wykazano, iz na rurkach istnieje znaczna ilos¢ bio-
filmu, ktory sktada sie z grzybow i bakterii [34]. Szczep
Cronobacter spp. i inne bakterie z rodziny Enterobac-
teriaceae wyizolowano z rurek nosowo-zotagdkowych
w ilodci 107jtk/cm [34]. Kinetyka wzrostu i tworze-
nia si¢ biofilmu C. sakazakii na rurkach enteralnych,
wykazala, ze C. sakazakii moze szybko przytaczy¢ sie
do powierzchni i namnaza¢ si¢ na materiale, z ktérego
wykonana jest rurka juz po 4 godzinach [34].

Komorki bakterii szybciej przylaczaja si¢ do mate-
rialéw hydrofobowych (teflon i tworzywa sztuczne),
wolniej do powierzchni hydrofilowych (szkoto, metale)
[43]. Temperatura i dostepno$¢ sktadnikow odzywczych
wplywaja na zdolno$¢ adhezji bakterii do powierzchni
[27]. Bakterie w srodowisku o ograniczonej zawartosci
substancji odzywczych, chetniej tworzg biofilm. Two-
rzenie biofilmu jest réwniez procesem regulowanym na
poziomie genetycznym [27, 51]. Wykazano, ze gen flhE
przyczynia sie do tworzenia biofilmu przez bakterie
C. sakazakii [100]. Gupta i wsp. [127] wykonali badanie
przesiewowe genéw odpowiedzialnych za powstawanie
biofilmu (mgt B, fli D, als S, flg ], cyo D, fts K, bes C,
flh E). Wykazano, ze geny fli D, flg J (biorgce udziat
w syntezie rzeski) byly obecne we wszystkich badanych
szczepach C. sakazakii (27 szczep6w). Gen bes C (odpo-
wiedzialny za synteze¢ celulozy) byt nieobecny w szesciu
izolatach C. sakazakii. Przypuszcza sig, ze biatka PPlase,
Flge, Dsbc s3 waznymi czynnikami biorgcymi udziat
w tworzeniu biofilmu. Biatko PPlase bierze udziat w fal-
dowaniu integralnych bialek blony zewnetrznej (Omp)
i patogennosci. Bialko FIgE jest niezbedne do kolo-
nizacji i rozwoju biofilmu, natomiast biatko DsbC, pod
wplywem stresu oksydacyjnego, wykazuje aktywnos¢
izomerazy dwusiarczkowej, ktéra odgrywa istotng
role w procesie faldowania biatka. Uwaza sie rowniez,
ze biatka ESA_00281 i ESA00_00282 przyczyniaja si¢
do tworzenia biofilmu [43, 100].

9. Wykrywanie i oznaczanie liczby
Cronobacter spp.

Na podstawie Rozporzadzenia Komisji UE (WE)
nr 2073/2005 z dnia 15 listopada 2005 z pdzniejszymi
zmianami, Cronobacter spp. powinien by¢ nieobecny
w trzydziestu 10 g probkach preparatéw w proszku do
poczatkowego Zywienia niemowlat i Zywnosci dietetycz-
nej w proszku specjalnego przeznaczenia medycznego,
przeznaczonego dla niemowlat w wieku do 6 miesiecy.

W 2017 roku wprowadzono norme EN ISO 22964:
2017 - Mikrobiologia fanicucha zywnos$ciowego — Hory-
zontalna metoda wykrywania Cronobacter spp., ktora
zastepuje ISO/TS 22964:2006. Zmodyfikowany bulion
laurylosiarczanowy (mLST) zastgpiono CSB (Crono-
bacter Selective Broth), a agar ESIA (Enterobacter
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sakazakii Isolation Agar) zastgpiono CCI (Chromo-
genic Cronobacter Izolation Agar). Temperatura inku-
bacji powinna wynosi¢ 41,5+1°C. Bulion CSB nie
zawiera laurylosiarczanu sodu, co moze pozytywnie
wplywaé na odzysk wrazliwych szczepéw Cronobacter.
Agar CCI zawiera tiosiarczan sodu i cytrynian zelaza
(IIT) amonu, w celu réznicowania Cronobacter spp. od
innych Enterobacteriaceae. Dodatkowo agar CCI nie
zawiera fioletu krystalicznego, natomiast ilos¢ deoksy-
cholanu sodu zostata zmniejszona. W normie EN ISO
22964:2017 zmieniono takze metode potwierdzania
uzyskanych izolatéw bakterii. Wytwarzanie na agarze
TSA (Trypton Soy Agar) zoltego, nie dyfundujacego do
podloza barwnika, zastgpiono testami biochemicznymi,
poniewaz produkcja zoéttego barwnika nie jest nieza-
wodnym kryterium identyfikacji. Iversen i wsp. (2007)
wykazali ze 8% szczepéw Cronobacter spp. nie produko-
walo barwnika, natomiast produkowato go 34% innych
przedstawicieli rodzaju Enterobacteriaceae 7, 35, 36].

Wprowadzony w 2017 roku standard EN ISO 22964
wymienia 7 biochemicznych testéw do potwierdzania
wynikéw uzyskanych metoda hodowlang. Sze$¢ z tych
testow zawiera zestaw ID 32E dlatego tradycyjne testy
biochemiczne mogg zosta¢ zastagpione gotowym zesta-
wem. Jednak dostepne komercyjne zestawy testow
biochemicznych ID32E i API 20E nie pozwalajg na
wiarygodna identyfikacje izolatéw Cronobacter na
poziomie rodzaju. Poleganie na tej metodzie dostarcza
falszywie dodatnich i falszywie ujemnych wynikéw.
Okoto 80% szczepow Cronobacter zostalo poprawnie
zidentyfikowanych na poziomie rodzaju z wykorzysta-
niem biezacych wersji baz danych ID 32E i API 20E
odpowiednio v. 4.0 i v. 5.0. Identyfikacja na pozio-
mie gatunku z wykorzystaniem zestawu ID 32E data
poprawne wyniki w 50%. W przypadku kart Vitek GN
wszystkie gatunki Cronobacter zostaly zidentyfikowane
jako C. sakazakii, do grupy tej zaliczono takze przedsta-
wicieli Franconibacter [42, 97].

Technika typowania molekularnego MLST (Multi
Locus Sequqnce Typing) poczatkowo wykorzystywana
byta do rozrézniania dwdch blisko spokrewnionych
genetycznie C. sakazakii i C. malonaticus. Obecnie sche-
mat MLST Cronobacter wykorzystuje sekwencje 7 alleli
metabolizmu podstawowego: atpD, fusA, ginS, gitB,
gyrB, infB i ppsA dajac polaczong sekwencje 3036 pz
do analizy filogenetycznej i genomiki poréwnawczej.
Schemat MLST dla Cronobacter zostal opracowany
przez Adama Baldwina we wspdlpracy ze Stephanem
Forsythe, opublikowany w 2009 roku [3]. Pod adresem
http://www.pubMLST.org/cronobacter) dostepna jest
bezptatna baza MLST zawierajaca >2400 szczepow
i 350 genomow. Dzigki temu rozwigzaniu rozpoznano
kompleksy klonalne (CC) rodzaju Cronobacter spp.
co umozliwia prawidlowa identyfikacje Cronobacter
spp., a tym samym zmniejsza mozliwo$¢ uzyskania
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wynikéw falszywie ujemnych. Ponadto MLST zostata
réwniez wykorzystana do formalnego uznania dwdch
nowych gatunkéw C. universalis i C. condimenti oraz
ujawnila silny zwigzek pomiedzy sekwencja typu 4
(ST4) i przypadkami noworodkowego zapalenia opon
mozgowych [69, 72]

Techniki identyfikacji oparte o DNA bakterii sa
uznane za bardziej niezawodne niz techniki oparte
o cechy fenotypowe [43, 97]. W ciagu ostatnich kilku
lat opracowano rézne protokoly reakcji PCR i RT-
-PCR do identyfikacji bakterii Cronobacter spp. [96].
Wygenerowano kilka starteréw PCR do identyfikacji
bakterii rodzaju Cronobacter przez amplifikacje specy-
ficznych sekwencji i konserwatywnych regionéw 16S
rRNA bakterii [29, 55]. Jednak identyfikacja Cronobac-
ter spp. z wykorzystaniem genu 16S rRNA jest proble-
matyczna, poniewaz jest on obecny w wielu kopiach,
w obrebie jednego genomu, cechujacych sie mikrohete-
rogennoscig [3, 41]. Blisko spokrewnione, majace zna-
czenie kliniczne, gatunki C. sakazakii i C. malonaticus
s nierozréznialne w oparciu o sekwencje 16S rRNA
[37]. Chociaz nie ma prawnego obowiazku identyfi-
kacji gatunkowej bakterii z rodzaju Cronobacter spp.
[82] to wciaz poszukiwana jest metoda i sekwencja
pozwalajaca na taka identyfikacje. Zrdznicowanie
gatunkowe ma kluczowe znaczenie w badaniach epi-
demiologicznych, ocenie wrazliwosci na antybiotyki
i srodki dezynfekujace. Ponadto producenci mieszanek
mlekozastepczych ponosza koszty zwigzane z odrzuce-
niem partii produkcyjnej w wyniku falszywie-dodatniej
identyfikacji lub uwolnienia partii jako falszywie bez-
piecznej, co naraza noworodki na infekeje i jej skutki
[42]. Sekwencje genéw wykorzystywane dotychczas
w identyfikacji gatunkéw Cronobacter spp. to: cycA,
gyrB, ompA, rpoB, gluA, fusA, dnaG, zpx, 16S rRNA
oraz geny odpowiedzialne za pozyskanie zelaza. Pola-
czenie metod hodowlanych z metodami amplifikacji
fragmentdw gendw pozwalajacych na wykrycie réznic
tak matych jak pojedyncza para zasad wykorzystano do
identyfikacji na poziomie gatunku. Vlach i wsp. [95]
opracowali protokét PCR-RFLP do réznicowania sied-
miu gatunkéw Cronobacter (C. sakazakii, C. malona-
ticus, C. turicensis, C. muytjesii, C. universalis, C. dubli-
nensis i C. condimenti). Protokol ten oparty jest na genie
rpoB i zastosowaniu trzech endonukleaz restrykcyjnych
(Csp 61, Hin P11, Mbo I). PCR-RFLP jest prosta, powta-
rzalng i szybka metoda, ktérg mozna wykorzysta¢ do
identyfikacji gatunkéw Cronobacter [95].

Do identyfikacji bakterii Cronobacter spp. mozna
wykorzysta¢ rowniez system spektrofotometrii masowej
(MS - Mass Spektrometry) MALDI TOF (Matrix Assi-
sted Laser Desorption/Ionization Time-of-Flight Mass
Spectrometry), ktdrego zasada polega na identyfikacji
widm masowych komorek i sktadnikéw komérkowych
[52, 53]. Metoda wykorzystywana jest do identyfi-

147

kacji drobnoustrojéw i analizy pokrewienstwa izola-
tow tego samego gatunku. W przypadku zastosowania
systemu MALDI TOF MS do identyfikacji izolatow
Cronobacter spp. najwazniejszym czynnikiem gwaran-
tujgcym wiarygodno$¢ i dokltadno$¢ wynikow identy-
fikacji na poziomie gatunkowym jest referencyjna baza
danych zawierajaca spektra profili biatkowych szcze-
pow C. sakazakii [97].

10. Antybiotykoopornos¢ Cronobacter spp.

Przed 1985 r. zakazenia powodowane przez Crono-
bacter leczono chloramfenikolem, gentamycyng i/lub
ampicyling [43]. W 1988 roku Willis i Robinson zapro-
ponowali taczenie ampicyliny i gentamycyny w leczeniu
zapalenia opon moézgowo-rdzeniowych, wywotanego
przez Cronobacter. Li i wsp. [56] wykazali, ze wyizolo-
wane szczepy Cronobacter spp. byly wrazliwe na genta-
mycyne, tetracykline, trimetoprim i kwas nalidyksowy.
Jeden z 13 wyizolowanych szczepéw byl oporny na
ampicyling [56].

W badaniu Berthold-Pluta i wsp. [8] wykazano, ze
21 wyizolowanych z warzyw lisciastych i kietkow szcze-
pow Cronobacter spp. byto wrazliwych na ampicyline,
cefepim, chloramfenikol, gentamycyne, streptomycyne,
tetracykline, cyprofloksacyne i cotrimoksazol.

Dwa szczepy Cronobacter spp. badane przez Shadlia-
-Matung i wsp. [83] byly oporne na penicyline i cefa-
losporyne, a wrazliwe na gentamycyne, tetracykline
i streptomycyne. W badaniu Oonaka i wsp. [70] dzie-
wie¢ sposrod 36 wyizolowanych szczepow bylo wraz-
liwych na cefalosporyny.

Nazarowiec — White i Farber [67] wykazali, ze dwa
z osiemnastu zbadanych szczepdéw bylo opornych na
chloramfenikol i tetracykliny. Podobne wyniki uzyskali
Lee i wsp. [54] przedstawili badanie, gdzie dwa sposréd
66 szczepow Cronobacter spp. wyizolowanych z zyw-
noéci na terenie Korei byly oporne na chloramfenikol
a siedem na streptomycyne.

Kim i wsp. [48] wykazali, ze dwa szczepy Cronobac-
ter spp. wyizolowane od niemowlat ponizej pierwszego
roku zycia byty wrazliwe na kanamycyne, kwas nalidy-
ksowy, gentamycyne, chloramfenikol, tetracykline i cy-
profloksacyne oraz oporne na ampicyling i cefalotyne.

El-Sharoud i wsp [19] badali oporno$¢ na anty-
biotyki 16 izolatéw Cronobacter spp. z mleka w proszku.
Wszystkie izolaty wrazliwe byly na streptomycyne,
ampicyline i gentamycyne. Dwa izolaty oporne byly
na neomycyne, a jeden na neomycyne i trimetoprim.
Xu i wsp. [99] badajac 71 szczepdéw wyizolowanych
z zywnosci typu ready-to-eat na terenie poludniowo-
-wschodnich Chin, wykazali, ze wszystkie szczepy Cro-
nobacter spp. wrazliwe byly na tetracykline, kwas nalik-
sydowy, ciprofloksacyne i cefatoksym. Opornos¢ na
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penicyling stwierdzono u 84% a na cefalotyne u 46,5%
badanych szczepdw.

Antybiotyki B-laktamowe (penicyliny, cefalospo-
ryny, karbapenemy, monobaktamy) s3 najwieksza
grupa antybiotykéw, uzywana do leczenia wiekszosci
rodzajow zakazen. Oporno$¢ bakterii na -laktamy jest
warunkowana réznorodnymi mechanizmami. Jednym
z nich jest wytwarzanie 3-laktamaz (enzymoéw hydro-
lizujacych czasteczki B-laktamow) [68].

Bakterie z rodzaju Cronobacter spp. moga wytwarzac
enzym [-laktamaze. Pitout i wsp. [75] wykazali, Ze nie-
ktore szczepy Cronobacter produkujg p-laktamaze, ale
na niskim poziomie. Caubilla-Barron i wsp. [13] ziden-
tyfikowali dwa izolaty, ktére produkowaly p-laktamaze
o rozszerzonym spektrum dziatania. Zhou i wsp. [102]
opisali jeden izolat Cronobacter otrzymany z mieszanek
mlekozastepczych, ktory wytwarzal B-laktamaze o roz-
szerzonym spektrum dzialania.

Prowadzone s3 badania nad mechanizmem anty-
biotykoodpornoséci Cronobacter spp. W wyniku nad-
uzywania antybiotykéw istnieje potencjal uzyskania
wysokiej opornoséci na antybiotyki przez rdzne szczepy
bakterii [49].

11. Podsumowanie

Bakterie Cronobacter powszechnie wystepuja w sro-
dowisku naturalnym i moga stanowi¢ powazne zagroze-
nie dla zdrowia i zycia czlowieka. Najbardziej narazone
na zakazenia wywolane przez bakterie Cronobacter spp.
sa noworodki ponizej 28 dnia zycia, noworodki uro-
dzone przedwczesnie, niemowleta o niskiej masie uro-
dzeniowej (ponizej 2,5kg) i niemowleta z uposledze-
niem odpornosci. Chociaz zakazenia wywolane przez
Cronobacter spp. wystepuja rzadko to wspotczynnik
$miertelnoéci zakazonych pacjentéw wynosi 40-80%
przypadkow. Oszacowane koszty leczenia pojedynczej
infekcji wywolanej przez C. sakazakii oraz koszty dtugo-
terminowego leczenia powiklan po infekeji przekroczyly
5 milionéw dolaréw [62]. Szczep C.sakazakii wérod
7 gatunkow bakterii zaliczanych do tego rodzaju jest
uznawany za najbardziej oportunistyczny patogen odpo-
wiedzialny za bakteremig, zapalenie opon mézgowych
i martwicze zapalenie jelit. Dzieki produkeji otoczek
i biofilmu, wysokiej termotoleracyjnosci jest odporny na
wysuszenie i wykazuje przezywalnos¢ w mieszankach
mlekozastepczych i innych produktach o niskiej aktyw-
nosci wody. Po wniknigciu do organizmu moze atako-
wa¢ komorki nablonkowe jelit, a nawet komorki $rod-
blonka mikronaczyniowego mézgu wykazujac potencjat
do wywolywania zapalenia opon mézgowych. Dlatego
kontrola oraz regulacje prawne w przypadku C. saka-
zakii s niezbedne [51]. W ramach zarzadzania ryzy-
kiem mikrobiologicznym zwigzanym z wystepowaniem
bakterii Cronobacter spp. w mieszankach mlekozastep-

czych (PIF i FUF) odbyly sie trzy spotkania grupy eks-
pertéw FAO-WHO wspierane przez Komisje Kodeksu
Zywnosciowego, w wyniku ktérych opracowano model
oceny ryzyka, ktdry dostarczyt informacji o ryzyku oraz
porad i wytycznych zmniejszajacych ryzyko zakazenia
niemowlat w wyniku konsumpcji mleka modyfikowa-
nego w proszku [20, 21, 22]. Wypracowane w 2006 roku
na spotkaniach technicznych FAO-WHO rozwigzania
zostaly sfinalizowane w przyjetym na 31 sesji Komisji
Kodeksu Zywnosciowego (04.06-04.07.2008) Kodeksie
Praktyk Higienicznych dla Preparatéw w Proszku dla
Niemowlat i Matych Dzieci (CAC 2008a). W roku 2005
na mocy Rozporzadzenia Komisji (WE) nr 2073/2005
w sprawie kryteriéw mikrobiologicznych dotyczacych
srodkéw spozywczych wprowadzono kryteria doty-
czace bezpieczenstwa mikrobiologicznego prepara-
tow w proszku dla niemowlat i zywnosci dietetycznej
w proszku specjalnego przeznaczenia medycznego prze-
znaczona dla niemowlat w wieku do 6 miesiecy. Bakterie
nalezace do rodzaju Cronobacter musza by¢ nieobecne
w 30 dziesiecio-gramowych probkach mieszanki mleko-
zastepczej. Analiza wykonywana jest metodg hodowlang
z potwierdzeniem biochemicznym wedlug zmodyfiko-
wanego protokotu opisanego w standardzie EN ISO
22964:2017 Mikrobiologia tancucha zywnosciowego
- Horyzontalna metoda wykrywania Cronobacter spp.
Mimo to w dalszym ciggu obserwuje sie przypadki zaka-
zen, co moze by¢ spowodowane nieskuteczng diagno-
styka. Tradycyjne hodowlane metody mikrobiologiczne
s czasochlonne i obarczone btedem. Metody bioche-
miczne dostarczajg falszywie ujemnych lub falszywie
dodatnich wynikéw w przeciwienstwie do analiz PCR,
ktorych wyniki sg bardziej niezawodne, jednak s droz-
sze i pracochtonne przez co nie s3 wykonywane przez
producentéw mieszanek mlekozastepczych. Do bar-
dziej wiarygodnych i skutecznych metod zaliczana jest
metoda MALDI TOF i PCR-RFLP. Najskuteczniejszym
narzedziem wykrywania Cronobacter spp. jest kombina-
cja stosowanych metod, w celu uzyskania wiarygodnych
i powtarzalnych wynikéw. FDA Bacteriological Analy-
tical Manual wigcza PCR jako metode skriningows, jed-
nak wyniki nalezy potwierdzi¢ metodg hodowlana. Jako
metode biochemicznej identyfikacji zalecane jest uzycie
ID32E lub Vitek 2 GN.
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