622 Medycyna Wet. 2010, 66 (9)

Praca oryginalna Original paper

Jakos¢ mikrobiologiczna preparatow do zywienia
niemowlat i malych dzieci ze szczegolnym
uwzglednieniem Enterobacteriaceae i E. sakazakii

LIDIA STASIAK-ROZANSKA, MONIKA GARBOWSKA*, ANNA BERTHOLD?*,
IRENA MOLSKA*, JOANNA CIEPIELEWSKA-JANAS*

Zaklad Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnosci, *Zaktad Biotechnologii Mieka
Katedry Biotechnologii, Mikrobiologii i Oceny Zywnosci Wydziatu Nauk o Zywnosci SGGW,
ul. Nowoursynowska 159 c, 02-787 Warszawa

Stasiak-Rézanska L., Garbowska M., Berthold A., Molska I., Ciepielewska-Janas J.

Microbiological quality of foodstuffs for infants and young children
with special focus on Enterobacteriaceae family and E. sakazakii

Summary

The aim of the study was to determine the total count of microorganisms, as well as the total count of
bacteria from the Enterobacteriaceae family and the presence of Enterobacter sakazakii in foodstuffs for
infants and young children available in Poland. Sixty samples of foodstuffs for infants and young children
available in the Warsaw market were examined. The foodstuffs were divided into three groups depending on
the age of their intended consumers. Experimental samples were prepared in conformity with PN-EN ISO
6887:2000. Total counts of microorganisms in all the samples were made according to PN-93/A-86034/04 and
the samples were examined for the presence of bacteria from the Enterobacteriaceae family according to
PN-ISO 21528-2:2005. The presence of Enterobacter sakazakii was established in thirty selected samples
according to PKN-ISO/TS 22964. The total count of bacteria in foodstuffs intended for infants aged 0 to
12 months did not exceed 10° cfu/g. In foodstuffs intended for children aged 9 to 12 months up to 3 years the
highest bacterial count amounted to 105 cfu/g of the sample. Bacteria from the Enterobacteriaceae family
were detected only in four samples, all of which were foodstuffs intended for children aged more than
9 months. None of the samples examined were found positive for E. sakazakii in 1 g. However, some strains
of this genus do not produce yellow pigment in the conditions specified by PKN-ISO/TS 22964. Therefore, in
order to increase the reliability of the results obtained, microbiological examinations should be supplemented
with genetic analyses. The total bacterial counts in foodstuffs for young children aged more than 9 months
were higher, which suggests that their microbiological quality was slightly inferior to that of foodstuffs for
infants. The presence of bacteria from the Enterobacteriaceae family in a low percentage of the experimental
samples (6.7%) of foodstuffs for young children may indicate reinfection in the course of their production.

Keywords: infant foodstuffs, Enterobacteriaceae, Enterobacter sakazakii

Zywnosé dla niemowlat i matych dzieci zaliczana
jest do $srodkow specjalnego przeznaczenia zywienio-
wego, stad tez powinna podlega¢ ostrym kryteriom
mikrobiologicznym. R6znice migdzy wymienionymi
produktami a produktami przeznaczonymi dla doros-
tych dotycza ich sktadu, sposobu wytwarzania oraz
pakowania (20). Wsrod tych artykuléw wyodregbnione
zostaty cztery grupy: srodki spozywcze do poczatko-
wego zyw1en1a niemowlat, srodki spozywcze do dal-
szego zywienia niemowlat, srodki spozywcze uzupet-
niajace oraz dietetyczne $rodki spozywcze specjalne-
go przeznaczenia zywieniowego (17).

Preparat do poczatkowego zywienia niemowlat to
srodek spozywczy specjalnego przeznaczenia zywie-

mowego pokrywajacy catkowite zapotrzebowame
zywieniowe przez pierwsze cztery miesigce zycia.
Natomiast preparat do dalszego zywienia niemowlat,
to srodek specjalnego przeznaczenia zywieniowego,
stanowiacy podstawowy plynny sktadnik stopniowo
roznicujacej diety, stosowany w zywieniu niemowlat
powyzej czwartego miesigca zycia (19). Zgodnie z wy-
mogami Unii Europejskiej, szczegolnle duza wagg
przywiazuje si¢ do zapewnienia zywnosci dla niemow-
lat pelnego bezpieczenstwa zdrowotnego. Ustawa
o bezpieczenstwie zywnosci i zywieniu cztowieka
z dnia 25 sierpnia 2006 1. (19) okresla wymagania i pro-
cedury niezbedne do zapewnienia bezpleczenstwa Zyw-
nosci, przestrzegania zasad higieny surowcoéw i ma-
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teriatow oraz wyrobow przeznaczonych do kontaktu
Z Zywnoscia.

W obowiazujacym rozporzadzeniu Komisji (WE)
nr 1441/2007 z dnia 5 grudnia 2007 r. (16) w sprawie
kryteriow mikrobiologicznych dotyczacych srodkoéw
spozywczych ujete sa w ramach kryteriow bezpieczen-
stwa zywnosci oraz kryteriow higieny procesu wyma-
gania wobec zywnosci dla niemowlat oraz preparatéw
specjalnego przeznaczenia medycznego. Za kryterium
bezpieczenstwa zywnosci obowiazujace dla prepara-
tow w proszku do poczatkowego zywienia niemowlat
oraz zywnosci dietetycznej w proszku specjalnego
przeznaczenia medycznego przeznaczonej dla nie-
mowlat w wieku do szeSciu miesigcy uznano obec-
nos¢ Enterobacter sakazakii. Wedhug powyzszych kry-
teridw, drobnoustroj ten nie moze by¢ obecny w 10 g
produktu wprowadzanego do obrotu oraz w ciagu ca-
tego okresu przydatnosci do spozycia. Uznaje sig, ze
jako$¢ produktu jest zadowalajaca, jezeli w 30 loso-
wo wybranych 10-gramowych prébkach nie stwierdza
si¢ obecnosci E. sakazakii. Wystgpowanie tych bakte-
rii w co najmniej jednej probee na 30 badanych wska-
zuje na niezadowalajaca jakos¢ produktu. Ujete w roz-
porzadzeniu (16) kryteria higieny procesu dla prepa-
ratow w proszku do poczatkowego zywienia niemow-
lat 1 zywnosci dietetycznej w proszku specjalnego prze-
znaczenia medycznego przeznaczonej dla niemowlat
w wicku do szesciu miesigcy oraz preparatow w prosz-
ku do dalszego Zywienia niemowlat przewiduja, ze
bakterie rodziny Enterobacteriaceae nie moga wystg-
powaé¢ w 10 g badanego produktu.

Pateczki nalezace do Enterobacteriaceae wywolu-
janajwigcej na $wiecie zatru¢ pokarmowych, zwiaza-
nych czgsto z groznymi powiktaniami. W ostatnim
czasie wzroslo zainteresowanie bakteriami z gatunku
E. sakazakii oraz zagrozenie nimi niemowlat i matych
dzieci, stad poswigcono mu w tym artykule szczeg6l-
ng uwage.

Enterobacter sakazakii nalezy do rodziny Entero-
bacteriaceae (1). Jest wzglednie beztlenowa, Gram-
-ujemna, nieprzetrwalnikujch pateczka. Przez diugi
czas bakterie te uwazano za wytwarzajacy zolty pig-
ment Enterobacter cloacae, jednak analiza sekwencji
genomowej wykazata Zaledw1e 51% podobienstwa
migdzy tymi gatunkami. Zaistniata zatem potrzeba
wyodrgbnienia nowego gatunku, ktory nazwano E. sa-
kazakii (1, 6,7, 9). E. sakazakii to patogen szczegol-
nie niebezpieczny dla niemowlat. Jest przyczyna ne-
krotycznych zapalen jelita i okr¢znicy, sepsy oraz za-
palenia opon mézgowych (4, 8). Infekcje wywotane
przez E. sakazakii moga prowadzi¢ do cigzkich po-
wiktanf neurologicznych, np. wodogtowia oraz opoz-
nien w rozwoju uktadu nerwowego, a zwiazana z nimi
$miertelno$é wynosi od 40% do 80% (7). Zrédto za-
kazenia niemowlat przez E. sakazakii stanowia: mle-
ko w proszku, kaszki oraz preparaty przeznaczone do
zywienia niemowlat. Patogen ten byt stwierdzony takze
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w szpitalach, w srodowisku oddzialow potozniczych
(4). Izolowany byt m.in. z butelek, w ktorych podawa-
no pokarm noworodkom, ze szczotek stosowanych do
mycia tych butelek, a takze z mikserow uzywanych
do przygotowywania pokarmu (5, 11). E. sakazakii
wystepuje rowniez w szerokiej gamie produktow spo-
zywezych, takich jak: ryz, warzywa, ser, kietbasy, her-
baty oraz r6znego rodzaju przyprawy (5).

Zainteresowanie E. sakazakii wzrosto gwattownie
po zidentyfikowaniu kilku przypadkow zakazen wy-
wotanych przez ten drobnoustrdj. Pierwszy przypadek
zapalenia opon mézgowych spowodowany obecnoscia
E. sakazakii (uznanego wowczas za E. cloacae) odno-
towano w 1961 r. u noworodka urodzonego w 33. ty-
godniu ciazy (1, 18).

W ciagu ostatnich 48 lat nie odnotowano przypad-
ku infekcji wywolanej przez E. sakazakii u dzieci
powyzeJ trzeciego miesiaca zycia. Niemniej zagro-
zenie wystgpowaniem FE. sakazakii w sproszkowa-
nych odzywkach dla niemowlat pozostaje przedmio-
tem badan Swiatowej Organizacji Zdrowia (http:/
www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez). Wagg tego proble-
mu potwierdza fakt wprowadzenia wymagan odnos$nie
do wystepowania E. Sakazakii w zywnosci dla nie-
mowlat (16).

Posiadana obecnie wiedza na temat czynnikow wi-
rulencji E. sakazakii oraz mechanizmu warunkujace-
go patogenno$¢ tego gatunku jest bardzo uboga. Wy-
niki jedynego jak dotad eksperymentu przeprowadzo-
nego w tym zakresie wskazuja, ze w mechanizm in-
fekcji zaangazowane jest zewnatrzbtonowe bakteryj-
ne biatko A (outer membrane protein A, OmpA(+)).
Podane mtodym szczurom doustne dawki zawieraja-
ce E. sakazakii z aktywnym biatkiem OmpA(+) wy-
kazaty zdolno$¢ tych bakterii do penetracji bariery
mozgowej. Doswiadczenie to dowiodlo, ze ekspresja
bakteryjnego biatka OmpA(+) jest konieczna do za-
siedlenia przez E. sakazakii przewodu pokarmowego,
namnozenia si¢ we krwi i w konsekwencji do wywo-
tania zapalenia opon mozgowych (8). W leczeniu cho-
réb spowodowanych przez E. sakazakii stosuje si¢
obecnie terapig antybiotykowa z wykorzystaniem
ampicyliny lub gentamycyny, jednak wiele szczepow
nabyto oporno$¢ na dzialanie tych lekow i walka z tym
patogenem staje si¢ coraz trudniejsza (5).

E. sakazakii jest oporny na zakwaszenie i alkaliza-
cje srodowiska oraz na drastyczne zmiany temperatu-
ry (10). W celu ograniczenia wystgpowania E. saka-
zakii w zywnosci zaleca si¢ stosowanie promieni gam-
ma lub bakteriofagow (5), a takze zaostrzenie i bez-
wzgledne przestrzeganie zasad dobrej praktyki produk-
cyjnej i higieny produkcji (4).

Celem badan byto okreslenie ogdlnej liczby drob-
noustrojow, liczby bakterii z rodziny Enterobacteria-
ceae oraz obecnosci Enterobacter sakazakii w produk-
tach dostgpnych na polskim rynku, przeznaczonych do
zywienia niemowlat i1 dzieci.
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Materiat i metody

Badania przeprowadzono na 60 probkach preparatow do
zywienia niemowlat 1 matych dzieci, dostgpnych na rynku
warszawskim. Pierwsza grupg stanowity preparaty dla nie-
mowlat w wieku od 0 do 4. miesiaca (15 probek), druga,
produkty przeznaczone dla niemowlat od 4. do 12. miesiaca
zycia (27 probek), trzecia — produkty zywnos$ciowe dla dzie-
ci w wieku od 9.-12. miesiaca zycia do 3 lat (18 probek).

Probki do badan przygotowano zgodnie z PN-EN ISO
6887:2000 (14). We wszystkich probkach oznaczono ogdl-
na liczbe drobnoustrojow wg PN-93/A-86034/04 (13) oraz
obecnos¢ bakterii z rodziny Enterobacteriaceae. Badanie
wykonano wg PN-ISO 21528-2:2005 (15).

Obecnos$¢ Enterobacter sakazakii oznaczono zgodnie
z Polska Norma PKN-ISO/TS 22964 (12) w 30 prébkach
preparatéw do zywienia niemowlat i matych dzieci.

Wyniki i omowienie

W probkach przeznaczonych dla pierwszej grupy
niemowlat brak drobnoustrojow w 0,1 g produktu
stwierdzono zaledwie w dwoch prébkach (13%) na 15
badanych, pochodzacych od tego samego producenta.
Ogolna liczba drobnoustrojow (OLD), mieszczaca si¢
w zakresie 10°-10" jtk/g probki, wystgpowata w sied-
miu produktach pochodzacych od réznych producen-
tow. OLD mieszczaca si¢ w przedziale 10'-107% jtk/g
stwierdzono w 13% probek, natomiast najwyzsza
OLD, w zakresie 10-10° jtk/g —w 27% probek (ryc. 1).

Wsréd 27 produktow przeznaczonych dla niemow-
lat od 4. do 12. miesiaca zycia w 5 (18,5%) nie stwier-
dzono obecnosci drobnoustrojow w 0,1 g, przy czym
4 z tych probek pochodzity od tego samego producen-
ta i byl to ten sam producent, w przypadku ktérego nie
stwierdzono obecnosci drobnoustrojow w produktach
przeznaczonych do zywienia najmtodszych niemow-
lat. OLD dla 10 zbadanych produktow (17%) mies-
cita si¢ w zakresie 10°-10' jtk/g probki (37%), nato-
miast w 11 prébkach (18%) odnotowano OLD rzgdu
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10!-10% jtk/g probki (41%). Najwigksze zanieczysz-
czenie mikrobiologiczne w tej grupie (2,5 x 10° jtk/g)
wykazano w jednej probce, pochodzacej od producen-
ta, w przypadku ktorego nie stwierdzono obecnos$ci
drobnoustrojow w innych badanych produktach grupy
drugiej.

W grupie produktow przeznaczonych dla matych
dzieci zanieczyszczenie mikrobiologiczne byto naj-
wigksze. Wérod 18 przebadanych produktow obec-
nosci drobnoustrojow w 0,1 g nie stwierdzono tylko
w jednej probee (5,5%). W 22% probek tej grupy
od dwoéch producentow wykazano OLD w zakresie
10°-10" jtk/g, a w 16,5% OLD wynosital0'-10? jtk/g.
Pi¢¢ produktéw (28%) charakteryzowato si¢ OLD
w granicach 10?-10° jtk/g (28%). Najwigksze zanie-
czyszczenie, rzedu 10°-10* jtk/g (17%), wykazano w 3
produktach (17%), a 10*-10° jtk/g w 2 (11%) produk-
tach przeznaczonych do Zywienia starszych dzieci.

Obecno$¢ bakterii z rodziny Enterobacteriaceae
w 10 g stwierdzono tylko w 4 probkach. Trzy z nich
byly preparatami dla dzieci najstarszych, natomiast
jedna pochodzita z produktéw grupy drugiej. Prepara-
ty te pochodzity od dwoch producentow, w tym jedne-
go, w przypadku ktorego produkty grupy pierwszej
charakteryzowaty si¢ najwyzsza czystoscia mikrobio-
logiczna.

Roéwnolegle do badania zanieczyszczenia patecz-
kami z rodziny Enterobacteriaceae wykonano ozna-
czenie obecnosci E. sakazakii. Po wstgpnych etapach
namnazania i posiewu na pozywke chromogenna
jedynie w przypadku 2 prébek odnotowano wzrost
zabarwionych na zielono kolonii, jednakze w dalszych
etapach identyfikacji tych bakterii na podtozu TSA wy-
kluczono ich przynaleznos¢ do oznaczanego gatunku
(brak zdolno$ci tworzenia zottego pigmentu). Wyniki
przeprowadzonych dla tych izolatéw testow API 20 E
takze potwierdzity brak obecnosci E. sakazakii w ba-
danych prébkach produktow rynkowych.

Po przebadaniu 60 probek odzy-
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Rye. 1. Ogélna liczba drobnoustrojow w preparatach dla niemowlat oraz produk-

tach zywnosciowych przeznaczonych dla matych dzieci

stwierdzono obecnosci pateczek z ro-
dziny Enterobacteriaceae, co moze
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by¢ zwiazane z wysokimi standardami higieny pro-
dukcji. Obecnos¢ tych bakterii w jednej z probek na-
lezacych do drugiej grupy moze wskazywaé na rein-
fekcje majace miejsce w toku procesu technologicz-
nego. Takie wnioskowanie wydaje si¢ uzasadnione dla
pozostalych trzech probek z grupy trzeciej, w ktorych
réwniez wykryto Enterobacteriaceae. Jak juz wspom-
niano, badania mikrobiologiczne powinny by¢ wyko-
nane bezposrednio po zakonczonym procesie produk-
cji, nie za$ (tak jak w przypadku niniejszych badan)
— w produktach rynkowych. Nie byto jednak mozli-
wosci wykonania badan bezposrednio po produkcji.
Niemniej rozwo6j drobnoustrojow podczas przecho-
wywania badanych srodkéw spozywczych jest mato
prawdopodobny ze wzgledu na niska aktywno$¢ wody
w tego rodzaju produktach.

Na podstawie wynikow badan dotyczacych wykry-
wania E. sakazakii mozna przypuszczaé, ze w wybra-
nych do badan produktach do zywienia niemowlat nie
wystgpowaly bakterie tego gatunku. Istnieje jednak
ryzyko, ze pewne szczepy E. sakazakii moga nie wy-
twarzac zoltego pigmentu w warunkach badan zaleca-
nych w Polskiej Normie (PKN-ISO/TS 22964) lub
moga straci¢ zdolno$¢ wytwarzania pigmentu podczas
kolejnych przesiewow, a wigc identyfikacja E. saka-
zakii na podstawie zdolno$ci wytwarzania zottego pig-
mentu na pozywce TSA nie jest wystarczajaca. Jed-
noczes$nie najnowsze badania dowodza, Ze nie istnie-
je jedna metoda, ktorej zastosowanie pozwolitoby jed-
noznacznie stwierdzi¢ lub wykluczy¢ obecno$¢ E. sa-
kazakii. Dlatego w celu zwigkszenia prawdopodobien-
stwa otrzymywanych wynikow zaleca si¢ stosowanie
metod taczacych identyfikacj¢ mikrobiologiczna z ana-
liza genetyczna.
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