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Streszczenie

Prognostyczny model zdolnos$ci tworzenia biofilmu przez bakterie patogenne

wyizolowane z mleka kobiecego

Mleko kobiece moze zawiera¢ mikroorganizmy pozyteczne, jak roéwniez
mikroorganizmy potencjalnie patogenne. Z mleka kobiecego izolowano bakterie
patogenne, np. Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella spp., Bacillus spp.
Bakterie te, moga by¢ zagrozeniem dla noworodkéw oraz moga tworzy¢ biofilm na
powierzchniach. Biofilm bakteryjny moze oderwac si¢ od przylegajacej powierzchni.
Etap ten stanowi istotne zagrozenie mikrobiologiczne, poniewaz uwolnione z biofilmu
bakterie moga przyczyni¢ si¢ do wystgpienia zakazenia. Konieczne jest zatem,
poszukiwanie rozwigzan, ktéore moga stanowi¢ przydatne narzgdzie w ocenie i
zarzadzaniu ryzykiem zakazen noworodkow w placowkach odpowiedzialnych za jakos¢
mikrobiologiczng mleka kobiecego.

Celem pracy byla ocena zdolno$ci tworzenia biofilmu na rdéznych
powierzchniach, przez szczep Cronobacter sakazakii ATCC 25944 i przez wyizolowane
z mleka kobiecego bakterie patogenne oraz konstrukcja matematycznego modelu
prognostycznego, opisujacego tworzenie biofilmu na powierzchniach majacych kontakt
z mlekiem kobiecym. Niniejsza praca doktorska zostata przygotowana na podstawie
trzech, spdjnych tematycznie publikacji naukowych.

Zakres pracy obejmowal przeglad literatury w zakresie oceny wystepowania
zagrozenia powodowanego przez bakterie Cronobacter spp., oceng jako$¢
mikrobiologicznej mleka kobiecego w kierunku Cromnobacter spp. i ocen¢ zdolnosci
tworzenia biofilmu przez izolaty, na modelowej powierzchni polistyrenu.

W ramach badan przeprowadzono rowniez modelowe badania oceny zdolnosci
tworzenia biofilmu na powierzchnich medycznego polichlorku winylu, polipropylenu i
stali nierdzewnej przez bakterie wyizolowane z mleka kobiecego: E. cloacae i szczep
wzorcowy Cronobacter sakazakii ATCC 25944. Na podstawie otrzymanych wynikow
zaprojektowano matematyczne prognostyczne modele zdolnosci tworzenia biofilmu.
Modele te beda przydatnym narzedziem w ocenie i zarzadzaniu ryzykiem powstawania
biofilmu, w placéwkach odpowiedzialnych za jako$¢ mikrobiologiczng mleka kobiecego.

Stlowa Kkluczowe: mleko kobiece, Cronobacter sakazakii ATCC 25944,
Enterobacter cloacae, polistyren, medyczny polichlorek winylu, polipropylen, stal

nierdzewna, mikrobiologia prognostyczna



Abstract
Predictive model of biofilm formation capacity by pathogenic bacteria isolated

from breast milk

Human breast milk may contain both beneficial and potentially pathogenic
microorganisms. Pathogenic bacteria such as Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Salmonella spp., and Bacillus spp. have been isolated from breast milk. These
microorganisms can pose a threat to neonates and have the ability to form biofilms on
various surfaces. Bacterial biofilm detachment from contact surfaces represents a
significant microbiological hazard, as the released bacteria may lead to infections.
Therefore, the development of tools to assess and manage the risk of neonatal infections
is essential for institutions responsible for the microbiological quality of breast milk.

The aim of this study was to evaluate the biofilm-forming ability of Cronobacter
sakazakii ATCC 25944 and other pathogenic bacteria isolated from human milk on
various surfaces, and to construct a mathematical predictive model describing biofilm
development on materials that come into contact with breast milk. This doctoral
dissertation is based on three thematically related scientific publications.

The scope of the study included a literature review on the occurrence and risks
associated with Cronobacter spp., microbiological quality assessment of human milk in
terms of Cronobacter spp. presence, and evaluation of biofilm formation capacity of the
1solates on polystyrene model surfaces.

Experimental work also involved assessing biofilm formation on medical-grade
polyvinyl chloride, polypropylene, and stainless steel surfaces by Enterobacter cloacae
isolates and C. sakazakii ATCC 25944. Based on the results, mathematical predictive
models of biofilm formation were developed. These models may serve as valuable tools
for risk assessment and management of biofilm-related contamination in facilities
ensuring the microbiological safety of human breast milk.

Key words: human breast milk, Cronobacter sakazakii ATCC 25944,
Enterobacter cloacae, polystyrene, medicial-grade poyvinyl chloride, polypropylene,

stainless steel, predictive microbiology
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1. Uzasadnienie wyboru tematu badawczego

Jeszcze w XX wieku uwazano, ze mleko kobiece jest jalowe. W rzeczywistosci
mleko kobiece moze zawiera¢ mikroorganizmy pozyteczne, jak rowniez mikroorganizmy
potencjalnie patogenne. Z mleka kobiecego wyizolowano bakterie: Lactobacillus
(obecnie Lacticaseibacillus) rhamnosus, Lactobacillus bifidus, Lactobacillus gasseri,
Lactobacillus (obecnie Lactiplantibacillus) plantarum, Lactobacilus acidophilus,
Lactobacillus fermentum (obecnie Limosilactobacillus), Streptococcus parasonguis,
Streptococcus mitis, Streptococcus peraris, Streptococcus salivarius, Enterococcus
faecalis, Enterococcus faecium, Staphylococcus hominis, Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus capitis, Staphylococcus aureus, Bifidobacterium bifidum. Bakterie te
uznawane s3 za nauturalng mikroflor¢ mleka kobiecego. Wér6d wymiononych bakterii
znajduja si¢ takze szczepy patogenne, jednakze nie stanowig one zagrozenia dla
niemowlat urodzonych o czasie i z prawidlowo wyksztalconym ukladem
immunologicznym (Malinowska-Panczyk, 2017).

Obecnos¢ bakterii patogennych w mleku kobiecym moze stanowi¢ powazny problem
przy pobieraniu i utrwalaniu mleka w bankach mleka. Z mleka kobiecego izolowano
bakterie patogenne, np. Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella spp.,
Bacillus spp. (Strom i wsp., 2022). W literaturze naukowej opisywane sa przypadki
zakazen noworodkow patogenami, w wyniku karmienia mlekiem pozyskanym z
regionalnych bankow mleka kobiecego. Opisane zakazenia byly wywotane m.in.
nastepujacymi patogenami: Cronobacter sakazakii, Bacillus cereus, Enterobacter
cloacae. Bakterie te moga by¢ przyczyng sepsy, zapalenia opon mézgowo-rdzeniowych
1 martwiczego zapalenia jelit. Na przyktad we wrzesniu 2021 r. w USA u 14-dniowego
noworodka doszto do $miertelnego zapalenia opon mozgowych, w wyniku zakazenia C.
sakazakii. Bakteri¢ wyizolowano z mieszanki mlekozastgpczej, odciggnictego mleka
matki oraz pojemnika na wodg¢. Kolejny przypadek miat miejsce, w lutym 2022 r, w USA.
Sepse¢ 1 zapalenie opon mdzgowych stwierdzono u 20-dniowego noworodka. Chorobe,
ktora zakonczyta si¢ $miercig noworodka, wywotalo zakazenie C. sakazakii. Bakteri¢
wyizolowano z odciaggnietego mleka matki, rurki do eneteralnego zywienia niemowlat i
czesci laktatora (Haston 1 wsp., 2023).

Bardzo czestym problemem zglaszanym przez banki mleka kobiecego jest
zanieczyszczenie mleka bakteriami B. cereus. B. cereus jest bakterig przetrwalnikujacg i
Gram-dodatnig. Mleko w banku jest pasteryzowane (62,5 °C; 30 minut), ale proces

pasteryzacji nie inaktywuje przetrwalnikow B. cereus, ktore po pasteryzacji kietkuja do
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form wegetatywnych. We francuskich bankach mleka B. cereus byt izolowany z probek
zardwno przed jak i po pasteryzacji. Decousser i wsp. (2013) opisali cigzkie zakazenia
jelitowe u noworodkow (wiek cigzowy 29-30 tydzien) we Francji. Do zakazenia
dochodzitlo w wyniku Zywienia pasteryzowanym mlekiem pozyskanym z banku mleka
(Decousser i wsp., 2013; Adjidé i wsp., 2020; Cormontagne i wsp., 2021; Jandova i wsp.,
2021; Strom i wsp., 2022).

Enterobacter cloacae jest Gram-ujemng bakteria odpowiedzialng za zakazenia
szpitalne u wrazliwych pacjentow na oddziatach intensywnej terapii noworodkow. W
literaturze naukowej opisywane sa przypadki wyizolowania E. cloacae z mleka
kobiecego. Weems i wsp. (2015) opisali przypadek sepsy u wczesniaka karmionego
odciggnietym mlekiem matki. Za wywolanie sepsy odpowiedzialny byl szczep
Enterobacter cloacae, ktory wyizolowano z organizmu dziecka, cewnika centralnego
oraz mleka, ktorym bylo karmione (Weems i wsp. 2015; Gad i wsp., 2021).

Bakterie patogenne moga wnika¢ do mleka podczas obiegu mleka: dawczyni — bank
mleka kobiecgo — oddzial neonatologiczny — noworodek, jako wynik nieprawidtowe;j
higieny przygotowania mleka (rozmrazanie, przechowywanie, przelewanie, dozowanie),
nieprawidlowego sposobu mycia i dezynfekcji butelek i sprzetu wykorzystywanego do
przygotowania mleka. Istotnym jest fakt, ze bakterie, ktore moga by¢ zagrozeniem dla
noworodkow, moga tworzy¢ biofilm na powierzchniach.

Biofilm bakteryjny moze oderwac si¢ od przylegajacej powierzchni. Etap ten stanowi
istotne zagrozenie mikrobiologiczne, poniewaz uwolnione z biofilmu bakterie moga
przyczyni¢ si¢ do wystapienia zakazenia. Biofilm moze powsta¢ na powierzchniach,
ktére maja kontakt z mlekiem kobiecym (np. butelki do karmienia, rurki enteralne,
laktatory), a jezeli dojdzie do jego dyspersji to komorki bakterii wnikng do organizmu
dziecka.

Niezwykle wazne jest poznanie wplywu réznych czynnikow srodowiskowych na
rozwoj biofilmu. Pomoc w tym moze mikrobiologia prognostyczna. W ostatnich latach
podjeto proby opracowania matematycznych modeli prognostycznych tworzenia
biofilmu opisujacych wykorzystanie substratu i dynamike tworzenia biofilmu (Tango i
wsp., 2018; Hu 1 wsp., 2022). Dalszy rozw¢] mikrobiologii prognostycznej moze
przyczyni¢ si¢ do zrozumienia roli ré6znych warunkéw srodowiskowych w tworzeniu
biofilmu. W niniejszej pracy podjeto probe opracowania prognostycznego modelu
tworzenia biofilmu przez bakterie C. sakazakii ATCC 29544 i E. cloacae na

powierzchniach majacych konatkt z mlekiem kobiecym. Tego typu model moze stanowié
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przydatne narz¢dzie w ocenie 1 zarzadzaniu ryzykiem zakazen noworodkéw w

placowkach odpowiedzialnych za jako$¢ mikrobiologiczng mleka kobiecego.
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2. Cel pracy, hipotezy badawcze i zakres pracy

2.1 Cel pracy

Celem pracy doktorskiej byta ocena zdolno$ci tworzenia biofilmu na ré6znych
powierzchniach, przez szczep Cronobacter sakazakii ATCC 25944 1 przez
wyizolowane z mleka kobiecego Dbakterie patogenne oraz konstrukcja
matematycznego modelu prognostycznego, opisujagcego tworzenie biofilmu na

powierzchniach majacych kontakt z mlekiem kobiecym.

2.2 Wykaz publikacji stanowiacych osiggniecie naukowe

Rozprawe doktorska pt. ,,Prognostyczny model zdolnosci tworzenia biofilmu
przez bakterie patogenne wyizolowane z mleka kobiecego” stanowi monotematyczny
cykl trzech publikacji naukowych.

Publikacje naukowe wchodzace w sklad rozprawy doktorskiej zostaty

oznaczone w tek$cie pracy nastepujacymi symbolami i cyframi:

P1. Gemba M., Rosiak E., Kolozyn-Krajewska D. (2020). Cronobacter spp. —
powazne zagrozenie w ZywnoSci dla niemowlat. Postepy mikrobiologii, 59, 2, 139-
151. DOI: 10.21307/PM-2020.59.2.011

Punkty MNiSW: 20 (wg Komunikatu Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia
18 grudnia 2019 r. w sprawie wykazu czasopism naukowych i recenzowanych
materiatdw z konferencji migdzynarodowych wraz z przypisang liczba punktow,
ogloszonego przez MNiSW dn. 18.12.2019)

Impact Factor: 0.263

Wktad wiasny: opracowanie koncepcji badania, przeprowadzenie przegladu literatury,
pisanie, edycja 1 gromadzenie danych, wizualizacja 1 napisanie oryginalnego draftu

artykutu (51%)
P2. Gemba M., Rosiak E., Nowak-Zyczyfska Z., Katecka P., Lodykowska E.,

Kotozyn-Krajewska D. (2022). Factors Influencing Biofilm Formation by

Salmonella enterica sv. Typhimurium, E. cloacae, E. hormaechei, Pantoea spp.,
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and Bacillus spp. isolated from human milk determined by PCA analysis. Foods,
11, 23, 3862, 14 stron. https://doi.org/10.3390/foods11233862

Punkty MNiSW: 100 (wg Komunikatu Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia
1 grudnia 2021 r. w sprawie wykazu czasopism naukowych i recenzowanych
materialdw z konferencji migedzynarodowych wraz z przypisang liczba punktow,
ogtoszonego przez MNiSW dn. 01.12.2021)

Impact Factor: 5.2

Wkiad wilasny: przeprowadzenie doswiadczenia, wykonanie analiz, opisanie

wynikow, wizualizacja i napisanie oryginalnego draftu artykutu (51%)

P3: Gemba M., Rosiak E., Kotozyn-Krajewska D. (2025). Development of predictive
models of biofilm formation by C. sakazakii, E. cloacae on surfaces used in the

food industry and medicine. International Journal of Food Microbiology, 434,

111131, 9 stron. https://doi.org/10.1016/j.ijfoodmicro.2025.111131

Punkty MNiSW: 100 (wg Komunikatu Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia
5 stycznia 2024 r. w sprawie wykazu czasopism naukowych i recenzowanych
materialdw z konferencji mig¢dzynarodowych wraz z przypisang liczba punktow,
ogloszonego przez MNiSW dn. 05.01.2024)

Impact Factor: 5.0

Wkiad wlasny: przeprowadzenie doswiadczenia, wykonanie analiz, opis wynikéw,

wizualizacja 1 napisanie oryginalnego draftu artykutu (51%)

2.3 Hipotezy badawcze

1. Bakterie patogenne przenoszone ze srodowiska przez mleko kobiece tworzg biofilm
na powierzchniach roboczych w bankach mleka, stanowigc powazne zagrozenie
mikrobiologiczne dla noworodkow.

2. Prognostyczne modele powstawania biofilmu bakterii Cronobacter sakazakii
ATCC 29544 i Enterobacter cloacae na powierzchniach roboczych w bankach mleka,
moga by¢ przydatnym narzedziem w ocenie 1 zarzadzaniu ryzykiem powstawania
biofilmu, w placowkach odpowiedzialnych za jako$¢ mikrobiologiczng mleka

kobiecego.
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2.4 Zakres badan

Zadanie badawcze nr 1: Przeglad literatury w zakresie wystgpowania bakterii
patogennych w mleku kobiecym (publikacja P1).

Zadanie badawcze nr 2: Ocena jako$ci mikrobiologicznej mleka kobiecego w
kierunku Cronobacter spp. 1 badania modelowe oceny zdolnosci tworzenia biofilmu
przez izolaty bakteryjne mleka kobiecego na powierzchni polistyrenu, w wybranych
parametrach czasu, temperatury i koncentracji bakterii (publikacja P2).

Zadanie badawcze nr 3: Ocena zdolnosci tworzenia biofilmu na trzech badanych
powierzchniach (medyczny polichlorek winylu — PVC, stal nierdzewna, polipropylen)
przez bakterie patogenne wyizolowane z mleka kobiecego: Enterobacter cloacea i
szczep wzorcowy Cronobacter sakazakii ATCC 29544 oraz konstrukcja
matematycznego, prognostycznego modelu tworzenia biofilmu (publikacja P3).

Zadania badawcze przedstawiono na rysunku nr 1.

Przeglad literatury (publikacja P1)

!

Ocena jakos$ci mikrobiologicznej mleka kobiecego w
kierunku Cronobacter spp. (publikacja P2) ¢ 30 prob mleka kobiecego
Badania modelowe oceny zdolnosci tworzenia 12 izolatéw z mleka kobiecego i
biofilmu — powierzchnia polistyren (publikacja P2) [ SZCZEeP WZOICOWY
C. sakzakii ATCC 29544
Ocena zdolnosci tworzenia biofilmu na 1 izolat: E. cloacae i szczep
powierzchniach: stali nierdzewnej, PVC, «— WZOIrCowy

polipropylenie (publikacja 3). C. sakzakii ATCC 29544

Rysunek 1. Schemat badania naukowego 1 wykorzystany material badawczy.
Zrodto: opracowanie wiasne
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3. Material i metodyka badan

3.1 Material badawczy

Materiat badawczy do zadania nr 1 stanowily publikacje naukowe opisujace
mikrobiologi¢ mleka kobiecego (zadanie badawcze nr 1, publikacja P1).

Do oceny jako$ci mikrobiologicznej mleka kobiecego w kierunku Cronobacter
spp. wykorzystano trzydziesci probek mleka kobiecego (oznaczonych kolejno kodami
CIM- CIM30) pozyskanego z regionalnego banku mleka kobiecego znajdujacego si¢
w Szpitalu Specjalistycznym im. Swictej Rodziny w Warszawie. Proby mleka
pobierane byly do jatowych probowek przez personel medyczny, nastepnie
transportowane do Katedry Technologii Gastronomicznej i Higieny Zywnosci
Instytutu Nauk o Zywieniu Czlowieka SGGW w Warszawie, w warunkach
chtodniczych (4 °C). Proby mleka przechowywano w warunkach zamrozenia (-18 °C).
Szczep wzorcowy C. sakazakii ATCC 29544 pochodzit z kolekcji szczepow
American Type Culture Collection (kontrola pozytywna).

Wyizolowane z mleka kobiecego bakterie (dwanascie izolatdéw) i1 szczep
wzorcowy C.sakazakii ATCC 29544 postuzyly do modelowych badan oceny
zdolnos$ci tworzenia biofilmu na adherentnych mikroptytkach polistyrenowych, 96-
dotkowych, typu F (Nest Scientific Biotechnology, Chiny) (zadanie badawcze nr 2,
publikacja P2).

Do konstrukcji matematycznego prognostycznego modelu zdolnosci tworzenia
biofilmu wykorzystano trzy powierzchnie: stal nierdzewna AISI 304 (Hempel,
Szwajcaria), PVC (Sumi, Polska), polipropylen (NUK MedicPro, Niemcy) oraz izolat
bakterii patogennej E. cloacae 1 szczep wzorcowy C. sakazakii ATCC 29544. Do
kolejnych badan wybrano izolat E. cloacae, poniewaz w pierwszym etapie badan
biofilmu izolat ten tworzyt silny biofilm na powierzchni modelowej (zadanie
badawcze nr 2) oraz C. sakazakii ATCC 29544 ze wzgledu na fakt opisywanych w
literaturze naukowej, zgtaszanych incydentow zakazen wérdéd noworodkow.

Powierzchnie, ktére wybrano do badan sa powierzchniami, ktére majg kontakt z
zywnoscig 1 z mlekiem kobiecym. Z polichlorku winylu wykonuje si¢ m. in. rurki do
zywienia enteralnego. Polipropylen jest wykorzystywany do produkcji butelek do
przechowywania 1 karmienia niemowlat, stal nierdzewna jest przykladem
niskoadhezyjnej powierzchni szeroko stosowanej w laboratoriach, przemysle

spozywczym 1 gastronomii (zadanie badawcze nr 3, publikacja P3).
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3.2 Metody badawcze

3.2.1 Zadanie badawcze nr 1 - przeglad literatury w zakresie wystepowania
bakterii patogennych w mleku kobiecym (publikacja P1)

Przeglad literatury wykonano przez przeszukanie bazy artykutow naukowych
PubMed oraz Google Schoolar. Publikacje wyszukiwano wpisujac w jezyku
angielskim kombinacj¢ réznych stow kluczowych: mleko kobiece/ zanieczyszczenie/

bakterie patogenne/ C. sakazakii/ bank mleka kobiecego/ kontaminacja/ biofilm.

3.2.2 Zadanie badawcze nr 2 - ocena jako$ci mikrobiologicznej mleka kobiecego
w kierunku Cronobacter spp. i badania modelowe oceny zdolnosci tworzenia
biofilmu przez izolaty bakteryjne mleka kobiecego na powierzchni polistyrenu w
wybranych parametrach czasowych i temperaturowych (publikacja P2).

Jako$¢ mikrobiologiczng mleka kobiecego w kierunku wystgpowania w mleku
kobiecym bakterii Cronobacter spp., oceniono metoda plytkowa 1 testem
biochemicznym.

Analizy przeprowadzono zgodnie z procedurg opisang w normie EN ISO
22964:2017. Po 1 ml kazdej proby mleka, uprzednio rozmrozononego w temperaturze
20 °C przez okoto 15-25 minut, dodano do sterylnej zbuforowanej wody peptonowe;j
(LabM Limited, UK). Po inkubacji (38 °C, 18 = 2 h) 0,1 ml préby dodano do 10 ml
selektywnego bulionu wzbogacajacego z 10 mg/l wankomycyny (CSEB-ISO) (LabM
Limited, UK; Vancomycin Supplement, OXOID) w celu selektywnego namnazania
Cronobacter spp. Po 18 + 2 h inkubacji w 38 °C proby doktadnie wymieszano na
mieszadle mechanicznym Wortex (Nemko, VELP Scientifica), a nastepnie wykonano
posiew powierzchniowy w dwoch powtérzeniach na Chromogenic Cronobacter
Isolation Agar (CCI) Rapid Sakazakii (Bio-Rad, Francja) i1 inkubowano w
temperaturze 41,5 = 1 °C przez 24 + 2 h (EN ISO 22964:2017) (rysunek 2).

Przypuszczalne, charakterystyczne kolonie Cronobacter (niebiesko-zielone
zabarwienie) rosngce na selektywnym agarze CCI, wysiano na nieselektywny agar
Tryptone Soy (TSA) (Merck, Niemcy), w celu sprawdzenia czystos$ci 1 poddano

fenotypowaniu przy uzyciu zestawu testow biochemicznych (ID32E, wersja 4.0
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Biomerieux, Francja), zgodnie z instrukcjg producenta. Kontrole pozytywna stanowit
szczep Cronobacter sakazakii ATCC 29544.

W celu wyizolowania DNA bakterii wykorzystano, zgodnie z instrukcja
producenta, zestaw Extreme DNA Bacteria Kit (Blirt, Polska). Sekwencjonowanie
przeprowadzono z wykorzystaniem zestawu BigDye™ Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (ThermoFisher Scientific) w objetosci 10 pl, z oczyszczaniem
obejmujagcym zestaw BigDye XTerminator™ Purification Kit (ThermoFisher
Scientific). Sekwencje dopasowano w oprogramowaniu BioEdit v.7.0.5.3. Ostatecznie
sekwencje konsensusowe 16s rRNA poréwnano z bazg danych NCBI, stosujac

nukleotyd BLAST.

Badane mleko kobiece

\4

Rozmrazanie
(20 °C/ 15-25 min)

|

Przednamnazanie nieselektywne
(woda peptonowa, inkubacja 38 °C/18 =2 h)

!

Przednamnazanie selektywne
(bulion+wankomycyna,inkubacja 38 °C/18 + 2h)

!

Posiew powierzchniowy
(Agar CCI)

|

Inkubacja
(41,5£1°C/24+2h)

Rysunek 2. Schemat przeprowadzonej oceny jako$ci mikrobiologicznej mleka
kobiecego w kierunku Cronobacter spp.
Zrédho: opracowanie wlasne
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Do oceny zdolnos$ci tworzenia biofilmu na modelowej powierzchni polistyrenu
wykorzystano dwanascie izolatow oraz szczep wzorcowy C. sakazakii ATCC 29544.
Do badania zastosowano nastg¢pujace temperatury w potaczeniu z czasem, liczba
inokulum i rodzajem wariantow powierzchni: 62,5 °C (temperatura pasteryzacji mleka
kobiecego w pojemniku), 37 °C (temperatura ciata czlowieka), 25 °C i 4 °C
(temperatury przechowywania mleka kobiecego w temperaturze pokojowej i w
warunkach chtodniczych).

Hodowle (18 — godzinng) izolatow bakterii inkubowano w bulionie Brain Heart
Infusion (BHI) (Neogen, Polska) w temperaturze 37 °C. Pozadane st¢zenie inokulum
w hodowlach osiagni¢to przez rozcienczenie nocnej hodowli i uzyskano gestos¢
bakterii odpowiednio [CFU/ml] (CFU — colony forming unit): 1e+02 (S), 1e+03 (M),
le+06 (L). Przeprowadzono sze$¢dziesigt wariantdow wytwarzania biofilmu dla
kazdego izolatu w réznych wariantach stezenia inokulum, czasu [h] (8, 12, 24, 48, 96)
i temperatury [°C] (4, 25, 37, 62,5). Kazdy zestaw zmiennych w do$wiadczeniu
kodowano wedhug nastepujacego schematu: koncentracja inokulum (S, M, L) czas [h]

(8,12, 24, 48, 96) temperatura [°C] (4; 25; 37; 62,5) (rysunek 3).

Ocena zdolnosci tworzenia biofilmu na powierzchni modelowej: polistyren

!

Koncentracja inokulum [CFU/ml]: 1e+02 (S), 1e+03 (M), 1e+06 (L)

!

Czas [h]: 8, 12, 24, 48, 96

!

Temperatura [°C]: 4; 25; 37; 62,5

Rysunek 3. Schemat badania oceny zdolnos$ci tworzenia biofilmu na powierzchni
modelowej polistyrenu
Zrbdlo: opracowanie wlasne
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W celu utworzenia biofilmu na mikroptytkach, szczepy bakteryjne hodowano
na bulionie BHI, jak opisano powyzej. Trzy studzienki sterylnych 96-
studzienkowych ptytek polistyrenowych napelniono po 200 pl zawiesiny
bakteryjnej. Dotki z kontrolg ujemng zawieraly tylko bulion BHI. Ptytki przykryto
1 inkubowano przez 8, 12, 18, 24, 48 i 96 godzin, w zalezno$ci od temperatury.
Dodatkowo, 20 pl zawiesiny bakteryjnej przeniesiono do trzech studzienek innej,
sterylnej 96-studzienkowej ptytki polistyrenowej zawierajgcej 180 pl bulionu BHI
1 inkubowano w 4; 12; 25; 37; 62,5 °C przez 24 h w celu oceny zdolnos$ci wzrostu
izolatow. Koncentracje komorek bakterii okreslono spektrofotometrycznie mierzac
absorbancje przy 600 nm w stosunku do proby $lepej, ktorag byl bulion BHI.
Nastepnie zawarto$¢ kazdej ptytki usuwano, przeptukano szes$¢ razy woda 1 suszono
w powietrzu przez 45 minut. Po wysuszeniu studzienki barwiono przez dodanie
200 pl 1,0 % fioletu krystalicznego (Analab, Polska) przez 30 min. Nast¢pnie
zawarto$¢ studzienek usunieto, przeptukano szes¢ razy biezaca woda wodociaggowa
1 suszono w powietrzu przez 45 min. Fiolet krystaliczny zwigzany z biofilmem
rozpuszczano w 200 pnl 96 % etanolu (Poch, Polska) przez 10 min. 150 pl z kazdego
dotka dodano do nowej sterylnej 96-dotkowej ptytki polistyrenowej i okreslono
absorbancj¢ przy 600 nm za pomoca czytnika mikroptytek (SoftMax Pro, USA).

Do oceny intensywnosci tworzenia biofilmu wykorzystano warto$¢ $rednig
gestosci optycznej (ang. Optical Density - OD) 1 gesto$¢ optyczna odcigcia (ang.
cut Optical Density - ODc), ktorg zdefiniowano jako trzykrotne odchylenie
standardowe od OD kontroli negatywnej. Na tej podstawie wyniki sklasyfikowano
nastepujaco: brak biofilmu (-) OD600 < ODc; staby (+) ODc < OD600 < 2 x ODc;
umiarkowany (++) 2 x ODc < OD600 < 4 x ODc; silny (+++) 4 x ODc < OD600.
Test powtorzono w dwoch oddzielnych doswiadczeniach dla kazdego szczepu w
trzech powtorzeniach, a wyniki us$redniono. Roéznice ilosciowe sity biofilmu
anlizowano z wykorzystaniem testu Anova Friedmana; wartosci p < 0,05 uznano
za istotne. Analize czynnikdw determinujacych powstawanie biofilmu na
powierzchni polistyrenu oceniono na podstawie analizy gtownych skladowych

(PCA). Powyzsze analizy opracowano z uzyciem programu Statistica 13.1.
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3.2.3 Zadanie badawcze nr 3 - ocena zdolnosci tworzenia biofilmu na trzech
badanych powierzchniach (PVC, stal nierdzewna, polipropylen) przez bakterie
patogenne wyizolowane z mleka kobiecego: E. cloacea oraz szczep wzorcowy C.
sakazakii ATCC 29544 i konstrukcja matematycznego prognostycznego modelu
tworzenia biofilmu (publikacja P3).

W pierwszym etapie oceniono zdolno$¢ tworzenia biofilmu na wybranych
powierzchniach, zgodnie z metodyka opisang w rozdziale 3.2.2. Powierzchnie
polipropylenu i PVC pocigto jalowo na fragmenty odpowiednio: 10 mm x 10 mm 1
5 mm x 6,5 mm. Stal nierdzewng poci¢to na fragment o wymiarach 10 mm x 10 mm
i sterylizowano w 121 °C, przez 15 min.

Zdolno$¢ tworzenia biofilmu oceniono w warunkach przedstawionych w tabeli
nr 1. W przypadku polipropylenu i stali nierdzewnej wybrano temperatury 4, 12 i 25
°C, w ktorych mleko moze by¢ przechowywane (4, 12 °C jako temperatura
chlodnicza, 25 °C jako temperatura pokojowa). W przypadku medycznego
polichlorku winylu wybrano temperatur¢ 37 °C jako temperature wnetrza ciata
noworodka (tabela 1). Badanie przeprowadzono w trzech wariantach koncentracji
inoculum [CFU/ml]: 1e+03 (S), 1e+05 (M), 1e+07 (L).

Szacowania parametréw modelu powierzchni odpowiedzi dokonano
procedurami iteracyjnymi z wykorzystaniem algorytmu Levenberg-Marquardt’a.
Liczba iteracji w przypadku kazdego modelu nie przekraczata 50. Obliczenia
wykonano w programie TableCurve 3D, v.4.0.05 for Windows, SYSTAT Software
Inc., wykorzystujac nieliniowe funkcje z rodziny Gaussian, Extreme Value, Log
Normal i Logistic Peak (tabela 2, publikacja P3). Wspétczynnik determinacji R? oraz
zweryfikowany liczba stopni swobody wspotczynnik determinacji DF (ang. Degree of
Freedom) Adjusted R?, wykorzystano do wyjasnienia zmiennosci analizowanych
zmiennych. Standard Error of Fits (SE) postuzyt do szacowania zmienno$ci warto$ci
sredniej odpowiedzi dla okreslonego zestawu wartosci predyktorow.

Poprawno§¢ dopasowania opracowanych modeli zostala oceniona
statystycznie poprzez wyznaczenie najmniejszej wartosci sumy kwadratow btedu
pomiedzy warto§ciami empirycznymi i teoretycznymi — btad sredniokwadratowy (ang.
Mean Squere Error - MSE). Wykonano roéwniez weryfikacje¢ graficzng 3D,
opracowanych modeli poprzez pordOwnanie obserwowanych i1 prognozowanych

warto$ci OD.
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Tabela 1. Powierzchnie, czas i temperatura tworzenia biofilmu.

Temperatura [°C]

Powierzchnia 3 5 > -
Medyczny polichlorek } ) ) 3,6,9,12,18,24,30,36
winylyu (PVC) h

Stal nierdzewna

3,12,24,36, 48,60,

3,6,9,12,18,24,36,

3,6,9,12,18,24,36,

72 h 48 h 48 h
3,12,24,36, 48,60, |3,6,9,12,18,24,36,|3,6,9,12,18,24.36,
Polipropylen 72 h 48 h 48 h )

Zrbdto: opracowanie wlasne
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4 Wiyniki badan

4.1 Zadanie badawcze nr 1 - przeglad literatury w zakresie wystepowania

bakterii patogennych w mleku kobiecym (publikacja P1)

Z mleka kobiecego izolowane sa rézne bakterie patogenne, np. Bacillus spp.,
Cronobacter spp., E. coli, S. aureus. Jednakze w przeprowadzonym przegladzie
literatury  skupiono si¢ na bakterii  Cronobacter spp., poniewaz w zadaniu
badawczym nr 2 dokonano oceny jakosci mikrobiologicznej mleka kobiecego w
kierunku Cronobacter spp. Celem zadania byl przeglad literatury na temat oceny
wystepowania zagrozenia powodowanego przez bakterie Cronobacter spp. w
zywnosci w $wietle obowigzujacych wymagan. Na podstawie przeprowadzonego
przegladu literatury opracowano publikacje pt. ~Cronobacter spp. — powazne
zagrozenie w zywnosci dla niemowlat”, ktora opublikowano w czasopi$mie Postepy
mikrobiologii (publikacja P1).

Publikacja sktada si¢ z jedenastu rozdziatow, spis piSmiennictwa obejmuje 102
pozycje literaturowe.

Wprowadzenie obejmuje informacje ogolne o Cronobacter spp. oraz cel
publikacji.

Rozdziat nr dwa poswiecono objawom i chorobotworczosci Cronobacter spp.
Na zakazenia wywolane przez baterie Cronobacter spp. narazone s3 noworodki
ponizej 28 dnia zycia, noworodki urodzone przedwczes$nie, niemowleta o niskiej
masie urodzeniowej, ponizej 2,5 kg (Pei 1 wsp., 2019). Niektore gatunki Cronobacter
spp. przekraczaja barier¢ krew-mozg, m.in. C. sakazakii, ktory moze wywotac
zapalenie opon mozgowo-rdzeniowych, zapalenie komorek nerwowych, tworzy¢
ropnie 1 torbiele mézgu prowadzac do wodogltowia. Zapalenie opon mozgowo-
rdzeniowych, wywotanych zakzeniem C. sakzakii w 94% przypadkow pozostawia
nieodwracalne powiktania neurologiczne np. niedowtad koficzyn, zaburzenia wzroku
1 shuchu, wodoglowie (Dancer i wsp., 2009). W tabeli 1, publikacji P1 przedstawiono
wybrane infekcje noworodkdw wywotanych przez bakterie Cronobacter spp.

W rozdziale trzecim przedstawiono wymagania prawne. We wrzesniu 2004 r.
Komisja Naukowa do spraw Zagrozen Biologicznych Europejskiego Urzedu ds.

Bezpieczenstwa Zywnosci wydala opinie dotyczaca zagrozen mikrobiologicznych w
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preparatach dla niemowlat i preparatach pochodnych. W opinii stwierdzono, ze
drobnoustrojami wymagajacymi szczegolnej uwagi sa: Salmonella 1 C. sakazakii.
Uznano, ze jesli preparat dla niemowlat nie bedzie przygotowany zgodnie z zasadami
higieny, moze stanowi¢ znaczne ryzyko. Eksperci FAO/WHO w wyniku
przeprowadzonej oceny ryzyka zaklasyfikowali bakterie Cromobacter spp. i
Salmonella do kategorii A — wysoki zwigzek przyczynowo skutkowy zakazen
niemowlat w wyniku spozycia mieszanek mlekozastepczych.

Zgodnie z Rozporzadzeniem Komisji (WE) nr 2073/2005 z dnia 15 listopada
2005 r. z p6zn. zm. w sprawie kryteriow mikrobiologicznych dotyczacych §rodkow
spozywczych w preparatach w proszku do poczatkowego zywienia niemowlat 1 w
zywnosci dietetycznej] w proszku, specjalnego przeznaczenia medycznego,
przeznaczonej dla niemowlat w wieku sze$ciu miesiecy, Cronobacter spp. powinno
by¢ nieobecne w trzydziestu 10 g probach. Jakos¢ zadowalajaca przyjmuje sig, jesli
we wszystkich probach nie stwierdzono obecnosci bakterii. Jesli obecnos$¢ bakterii
stwierdzi si¢ nawet w jednej probie, jakos$¢ uznaje si¢ za niezadowalajaca.

W rozdziale czwartym opisano dwa podstawowe mechanizmy wirulencji
Cronobacter spp.: adhezj¢ do komorek nablonka jelitowego oraz adhezje do
komorek §rodbtonnka naczyn mézgowych (Kim i wsp., 2017).

Taksonomi¢ Cronobacter spp. omoéwiono w rozdziale pigtym. Rodzaj
Cronobacter obejmuje siedem gatunkéw: C.sakazakii, C. malonaticus, C. turicensis,
C. muytjesii, C. universalis, C. dublinensis 1 C.condimenti. Poczatkowo C.sakazakii
okreslano jako Enterobacter cloacae. W 1980 r. Farmer 1 wsp. przeklasyfikowat
Enterobacter cloacae jako nowy gatunek 1 nazwal na cze$¢ japonskiego
mikrobiologa Riichi Sakazakii — Enterobacter sakazakii. Po analizie sekwencji genu
16S rRNA r6znych szczepoéw nalezacych do Enterobacter sakazakii zaproponowano
nazwe¢ rodzaju jako Cromobacter (Farmer i wsp., 1980; Iversen 1 wsp., 2007;
Sosnowski 1 wsp., 2010).

W rozdziale szostym przedstawiono wystgpowanie bakterii Cronobacter spp.
w zywno$ci 1 $rodowisku szpitalnym. Wykazano, ze Cronobacter spp. moze
wystepowaé w mieszankach mlekozastepczych, warzywach lisciastych, kietkach,
przetworach zbozowych, ziotach oraz sprzgcie uzywanym do przygotowania

pokarmu dla niemowlat, powierzchniach, przedmiotach i urzadzeniach medycznych
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(Zhou 1 wsp., 2011; Lee i wsp. 2012; Li i wsp., 2014; Grabowska i wsp., 2015; Hu i
wsp., 2015).

Opornos¢ Cronobacter spp. na warunki stresowe, czyli niskg aktywno$¢ wody,
niskie pH, wysoka temperaturg 1 stres osmotyczny opisano w rodziale siodmym
publikacji P1.

Rozdzial 6smy poswigcono biofilmom. Przedstawiono zdolno$¢ adhezji
Cronobacter spp. do stali nierdzewnej, szkta, silikonu, poliwgglanu i plastiku (Gupta
1 wsp., 2017).

W rozdziale dziewiatym opisano wykrywanie i oznaczanie liczby Cronobacter
spp. zgodnie z normg EN ISO 22964:2017, a w rozdziale dziesigtym przedstawiono
antybiotykooporno$¢ Cronobacter spp.

Ze wzgledu na produkcje biofilmu 1 wysoka termotoleracyjno$¢ Cronobacter
jest odporny na wysuszenie i wykazuje przezywalno$¢ m.in. w mieszankach
mlekozastepczych. Cronobacter spp. wykorzystuje kwas sjalowy jako zroédto wegla
do wzrostu. Kwas sjalowy wystepuje w mleku kobiecym, mieszankach mleko
zastepczych, mleku modyfikowanym, mucynie wyscietajacej jelita i jest sktadnikiem
gangliozydow, ktore wystepuja w komodrce nerwowej i biorg udziat w
funkcjonowaniu tkanek nerwowych. Cronobacter spp. po wniknieciu do organizmu
moze atakowa¢ komorki nabtonkowe jelit, a nawet komorki $rédbtonka
mikronaczyniowego moézgu wykazujac potencjat do wywotywania zapalenia opon
moézgowych.

W podsumowaniu stwierdzono, ze bakterie Cronobacter spp. powszechnie
wystepuja w Srodowisku naturalnym i moga stanowi¢ powazne zagrozenie dla

zdrowia 1 zycia niemowlat.
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4.2 Zadanie badawcze nr 2 - ocena jakosci mikrobiologicznej mleka kobiecego w
kierunku Cronobacter spp. i badania modelowe oceny zdolnosci tworzenia
biofilmu przez izolaty bakteryjne mleka kobiecego na powierzchni polistyrenu
w wybranych parametrach czasowych, temperaturowych i gestosci inokulum

(publikacja P2).

Celem zadania badawczego nr 2 byla ocena jakosci mikrobiologicznej mleka
kobiecego w kierunku Cronobacter spp. Wyizolowane bakterie postuzyly do badan
modelowych oceny zdolnosci tworzenia biofilmu na powierzchni polistyrenu. Wyniki
badan opublikowano w artykule pt. ,,Factors influencing biofilm formation by
Salmonella enterica sv. Typhimurium, E. cloacae, E. hormaechei, Pantoea spp., and
Bacillus spp. isolated from human milk determined by PCA analysis”, w czasopi$mie
Foods (publikacja P2).

Do badan wykorzystano trzydziesci prob mleka kobiecego. W przypadku
osiemnastu proéb nie zaobserwowano wzrostu kolonii. Dwanascie izolatow
bakteryjnych oraz kontrola pozytywna C. sakazakii ATCC 29544 na pozywce
Chromogenic Cronobacter isolation Agar — CCI wykazywalo typowy niebiesko-
zielony wyglad kolonii. Izolat CIM16 wykazywat niebiesko-zoltty wzrost, a CIM30
bladoniebieski. Izolaty CIMI1, CIM2, CIM13, CIM20 byly niebieskie. Po
przeprowadzeniu oceny wzrostu wykonano badanie biochemiczne, w wyniku ktorego
otrzymano wyniki niejednoznacze. W kolejnym etapie przeprowadzono izolacje i
sekwencjonowanie DNA bakteryjnego.

Wyizolowane z mleka kobiecego izolaty wykazujace typowy wzrost na pozywce
mikrobioloicznej CCI nie nalezaty do Cronobacter spp. Na podstawie
sekwencjonowania  zidentyfikowano nastepujace  rodzaje 1 gatunki
izolatow: Klebsiella spp. (n=5), Bacillus spp. (n=1), Pantoea spp. (n=1), S. enterica
subsp. enterica sv. Typhimurium (n=1), Enterobacter hormaechei (n=2) oraz E.
cloacae (n=2) (tabela 2).

Wyizolowane z mleka kobiecego bakterie zostalty wykorzystane do badania oceny

zdolno$ci tworzenia bofilmu na modelowej powierzchni polistyrenu.
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Tabela 2. Identyfikacja izolatéw na podstawie sekwencjonowania.

Izolaty Wynik identyfikacji na podstawie sekwencjonowania
CIM Salmonella enterica sv. Typhimurium
CIM1 Klebsiella spp. 1
CIM2 Bacillus spp.
CIM3 Pantoea spp.
CIM4 Klebsiella spp. 2
CIMS Klebsiella spp. 3
CIM11 Enterobacter hormaechei 1
CIM13 Enterobacter cloace 1
CIM16 Enterobacter cloace 2
CIM20 Enterobacter hormaechei 2
CIM21 Klebsiella spp. 4
CIM30 Klebsiella spp. 5

Zrédto: opracownie wiasne

Tworzenie biofilmu oceniono w trzech koncentracjach inokulum (1e+02 - S,
le+03 - M, 1e+06 - L), pieciu wariantach czasowych (8, 12, 24, 48, 96 h) 1 czterech
wariantach temperatury (4; 25; 37; 62,5 °C).

Na powierzchni polistyrenu izolaty bakterii nie wytworzyly biofilmu w
temperaturze 4 °C (w czasie 8-96 h), z wyjatkiem bakterii Klebsiella spp. 4, Klebsiella
spp. 5, Pantoea spp., E. cloacae 2, ktoére wytworzyly staby biofilm (Tabela 3). W
temperaturze 62,5 °C tylko 5 izolatéw tworzylo biofilm, jednak wigkszo$¢ izolatow
wykazywata wzrost w temperaturze do 8 h inkubacji, w 48 h inkubacji zaden z
badanych izolatéw nie wykazal wzrostu. Biofilm staby wyprodukowaty bakterie
Klebsiella spp. 1, Klebsiella spp. 2, S. enterica sv. Typhimurium, E. hormachei 2, a
biofilm silny Pantoea spp. (Tabela 3).

Tworzenie biofilmu w temperaturze 25 °C 1 37 °C przedstawiono w tabeli nr
1, w publikacji P2. W temperaturze 25 °C Pantoea spp., S. enterica sv. Typhimurium
1 E. cloacae 1 nie tworzyty biofilmu w czasie 8-48 h. Po 8 godzinach inkubacji w
temperaturze 25 °C zaden z izolatow, jak réwniez szczep wzorcowy C. sakazakii
ATCC 29544 nie tworzyly biofilmu, niezaleznie od koncentracji inokulum. Przy
niskiej koncentracji inokulum (S) nie zaobserwowano tworzenia si¢ biofilmu w
przypadku 58% izolatéw do 48 godzin. Srednie i duze inokulum (M i L) zwickszaty

odsetek szczepow tworzacych biofilm w ciggu 24 godzin inkubacji, natomiast po 48
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godzinach inkubacji odpowiednio 75% 1 83% szczepdw nie tworzyto juz biofilmu
(tabela 2, publikacja P2). Wigkszo$¢ izolatow utworzyta silny biofilm po 12 godzinach
inkubacji przy koncentracji inokulum M (tabela 1, publikacja P2).

Izolaty Klebsiella spp. 2 1 4 nie tworzyly biofilmu rowniez po 12 godzinach
inkubacji. Silny biofilm w tej temperaturze wytwarzat Bacillus spp. po 12 h inkubacji
1 E. cloacae 2 niezaleznie od koncentracji inoculum oraz Klebsiella spp. 1 (inoculum
mate 1 $rednie). Po 48 h inkubacji szczepy analizowanych bakterii nie tworzyty
biofilmu (27 przypadkéw), tworzyly staby (5 przypadkéw) lub $redni (4 przypadki)
biofilm. Wyjatkiem byt szczep E. cloacae 2, ktéry wytworzyt bardzo silny biofilm w
temperaturze 25 °C réwniez po 48 h. W temperaturze 37 °C najsilniejszy biofilm,
niezaleznie od koncentracji inokulum tworzyty Bacillus spp., E. cloacae 2, Klebsiella
1,3,5.

Na podstawie przeprowadzonych doswiadczen nie mozna jednoznacznie
wyznaczy¢ optymalnych warunkéw temperaturowych dla rozwoju biofilmu. W
przypadku niektérych szczepéw obnizenie temperatury inkubacji moze zmniejszy¢
wzrost bakterii, ale sprzyja¢ wytwarzaniu biofilmu. Oproécz czynnikow
temperaturowych i czasowych badania wykazano, ze indywidualne cechy szczepow
istotnie wptywajg na wytwarzanie biofilmu.

Szczep wzorcowy C. sakazakii ATCC 29544 tworzyt $redni biofilm w
temperaturze 25 °C po 24 h inkubacji przy $rednim i duzym dodatku inoculum,
natomiast w temperaturze 37 °C produkowat sredni biofilm po 12 h, niezaleznie od
koncentracji inoculum. W pozostalych warunkach tworzyt staby biofilm lub go nie
tworzyl. Szczep wzorcowy C. sakazakii ATCC 29544 nie wykazywatl cech tworzenia
silnego biofilmu w badanych warunkach.

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej za pomocg oprogramowania
Statistica 13.1. Opracowano wielowymiarowa analiz¢ sktadowych gtéwnych (PCA).
Wyniki analizy sktadowych gtéwnych warunkoéw tworzenia biofilmu na powierzchni
modelowej (polistyren) przez badane izolaty bakterii przedstawiono na rysunku 2,
publikacji P2. Wartoéci wspdtczynnika korelacji R? wyjasniajace procentowa
zmienno$¢ czynnikow tworzenia biofilmu wedlug glownych sktadowych,
przedstawiono w tabeli nr 4, publikacji P2.

Analiza PCA pozwolita na zidentyfikowanie struktury zmiennych

odpowiedzialnych za tworzenie biofilmu, w ograniczonej przestrzeni okreslonej przez
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dwie sktadowe (Cl i C2) (tabela 4, publikacja P2). W temperaturze 25°C w
przypadku C. sakazakii ATCC 29544, Bacillus spp. oraz E. cloacae pierwsza
sktadowa, z ktorg uzyskano wysokie wartosci wspotczynnika korelacji to temperatura,
poniewaz przy zmieniajgcej si¢ gestosci inokulum i czasie wspotczynniki korelacji
wynosity 0,52-0,99. W przypadku bakterii £. hormachei 2 oraz E. cloacae 2 przy statej
koncentracji inokulum uzyskiwano wysokie warto$ci zarowno ze sktadowa C1 jak i
C2. Dlatego druga sktadowa C2 decydujaca o powstawaniu biofilmu jest czas.

W temperaturze 37 °C sktadowa 1 (temperatura) decydowata o tworzeniu
biofilmu w przypadku S. enterica sv. Typhimurium i w wigkszo$ci ukladow E.
claoacae 2. Natomiast w przypadku pozostatych drobnoustrojow decydowaty obie
wyodrebnione sktadowe gltowne, czyli czas 1 gesto$¢ inokulum. Przeprowadzona
wielowymiaraowa analiza skltadowych gltownych wykazata, Zze w badanych
temperaturach 25 i 37 °C, analizowane czynniki decydujace o tworzeniu biofilmu sg

rézne, w zaleznos$ci o gatunku i szczepu bakterii.
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Tabela 3. Tworzenie biofilmu na powierzchni polistyrenu w zaleznosci od wielko$ci

inoculum, czasu oraz temperatury inkubacj (41 62,5 °C)

K traci Temperatura 4°C Temperatura 62,5°C
qncin lracj Wzros Czas tworzenia Warost Czas tworzenia
Izolaty a mokuium t biofilmu [h] 0 52°rco/s48 biofilmu [h]
4°C/ 11249 ’ 2| 4
[cfu/ml] 96h 8 > 1 4l8!e6 h 8| 12 4| s
Cronobacter | S (1e+02) - - - |- |- - = - - N
sakazakii M (1e+03) = == Il |= - - - - - -
ATCC
29544 L (1e+06) - S s e = = S - | -
S (1e+02 - - - - - - - S+ e
Klebsiella M( (1ee+ 0 ;) i N : - - - —
spp. 1
PP L (1e+06) N i I R
: S (1e+02) - s = = = S - | -
g;b;’e”“ M (1e+03) e ; B I I
' L (1e+06) - == = |-= = - |- +
S (1e+02 - - l- - - - - - - - -
Klebsiella M( (fe +0)3) i N : - - - —
.3
PP L(1¢+06) - 5 N
S (1e+02 - - - |- |- = - - - - -
Klebsiella M( (lee-l— 0 ;) : N . - — —T
.4
PP L (1e+06) H I PO D B ; I T
S (1e+02 - - l- - - - - - - - -
Klebsiella M( (lee-l- 0 ;) i N : - T —
.5
PP L (1e+06) T+ - - - - I
S (1e+02 - - - |- |- = - - - - -
Bacillus M((lee-f—O;) : N . - — —T
PP L (1e+06) T - - - ; A I R
S (1e+02) - - - - - - - - N
Pantoea spp. M (1e+03) - - |- - - - - - +: - -
L (1e+06) - + - |- |- - - - - - -
Salmonella S (1e+02) - A - - - R + | -
enterl:ca sv. M (1e+03) - - |- _ _ _ _ _ _ _ _
Typhimuriu [ (1¢+06) ] 1 ] ) ) ) B
m
Enterobacter | S (1e+02) - - - - - - o e
hormaechei | M (1e+03) - o - - - - -
1 L (1e+06) - - - - - - N R
Enterobacter | S (1e+02) - == |= |-= - _ o T+
hormaechei | M (1e+03) - - - - - - = S - -
2 L (1e+06) - - - |- |- = = - - - | -
Enterobact S (1e+02) - - - - - - - - - - -
nterobacter
cloacae 1 M (1e+03) . I S - - i i
L (1e+06) - == - - - - - - - -
B bact S (1e+02) - - |- - |- = = - - -] -
nterooacter M (1¢+03) ) . N } ) - : : : :
cloacae 2
L (1e+06) - =4+ |= |- = - - - - | -

-Brak biofilmu, + staby biofilm, ++ umiarkowany biofilm, +++ silny biofilm.
Zrodto: opracowanie wlasne
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4.3 Zadanie badawcze nr 3 - ocena zdolnosci tworzenia biofilmu na trzech
badanych powierzchniach (PVC, stal nierdzewna, polipropylen) przez bakterie
patogenne wyizolowane z mleka kobiecego: E. cloacea i szczep wzorcowy C.
sakazakii ATCC 29544 oraz konstrukcja matematycznego prognostycznego

modelu tworzenia biofilmu (publikacja P3)

Celem zadania nr 3 byla konstrukcja matematycznego prognostycznego
modelu tworzenia biofilmu przez izolat E. cloacae nr 2 oraz szczep wzorcowy C.
sakazakii ATCC 29544, na powierzchni PVC, stali nierdzewnej 1 polipropylenie.
Wyniki opublikowano w artykule pt. ,,Development of predictive models of biofilm
formation by C. sakazakii, E. cloacae on surfaces used in the food industry and
medicine”, w czasopi$mie International Journal of Food Microbiology.

Pietwszy etap badan polegal na ocenie zdolno$¢ tworzenia biofilmu przez
badane izolaty i szczep wzorcowy C. sakazakii ATCC 29544 na trzech badanych
powierzchniach. W tabeli 1 przedstawiono warianty do§wiadczenia.

PVC, czyli medyczny polichlorek winylu to material, ktory jest
wykorzystywany do produkcji rurek enteralnych. Zdolno$¢ tworzenia biofilmu
oceniono w w temperaturze 37 °C, odpowiadajacej temperaturze ciala ludzkiego. E.
cloacae sposrdd badanych bakterii wykazywat tworzenie silnego biofilmu na rurkach
enteralnych. Proby inkubowano do 36 godzin i obserwowano biofilm E. clocace w
kazdym badanym zakresie czasowym, z wyjatkiem 3 1 30 godziny inkubacji. W 36 h
E. cloacae produkowatl biofilm staby 1 umiarkowany. W przypadku C. sakazakii
ATCC 29544 biofilm obserwowano tylko w 12 i 24 godzinie inkubacji (tabela 3,
publikacja P3).

Do oceny tworzenia biofilmu na powierzchni stali nierdzewnej 1 polipropylenie
wykorzystano trzy temperatury: 4 °C, 12 °C (temperatura chtodnicza) 1 25 °C
(temperatura pokojowa).

Na powierzchni stali nierdzewnej, w 4 °C biofilm zaobserwowano w 36, 48 i
60 h inkubacji. W 48 h inkubacji wszystkie szczepy tworzyly biofilm (dominowat
biofilm silny), a w 60 h inkubacji biofilm tworzyl jedynie C. sakazakii ATCC 29544
— byt to biofilm umiarkowany (tabela 4 publikacja P3). E. cloacae tworzyt biofilm
staby w 6124 h. W 12, 18, 36 1 48 h biofilm umiarkowany i silny. C. sakazakii ATCC
29544 tworzyt biofilm staby i umiarkowany w 9, 24, 36 i 48 h (tabela 4). W
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temperaturze 25 °C intensywnos$¢ tworzenia biofilmu zwigkszyta si¢. E. cloacae
tworzyl biofilm silny i umiarkowany od 6 h. C. sakazakii ATCC 29544 tworzyl biofilm
w 12, 18, 36 i 48 h. Intensywno$¢ tworzenia byta najczesciej proporcjonalna do
koncentracji inokulum (tabela 4).

Na powierzchni polipropylenu w 4 °C biofilm wyprodukowaty wszystkie
badane bakterie w 36 i 48 h inkubacji (tabela 5 publikacja P3). W 12 °C w 36148 h
wszystkie szczepy tworzyty biofilm, w przypadku E. cloacae byt to biofilm silny, a w
przypadku C. sakazakii ATCC 29544 staby i umiarkowany. W 25 °C intensywnos¢
tworzenia biofilmu wzrosta. E. cloacae tworzyl biofilm od 6 h staby i umiarkowany,
a od 12 h tworzyt si¢ biofilm silny. C. sakazakii ATCC 29544 tworzyt staby biofilm

od 6 h. Jedynie po 24 1 36 h zaobserwowano biofilm umiarkowany i silny (tabela 5).

Tabela 4. Tworzenie si¢ biofilmu na powierzchni ze stali nierdzewnej w réznych

kombinacjach wielkosci inokulum, czasu i temperatury inkubacji.

Koncentracja Temperature 12 °C
1zolaty inoculum Czas tworzenia biofilmu [h]
[cfu/ml] 3 6 9 12 18 24 36 48

Cronobacter 1e+03 (S) - - - - - - - -
sakazakii le+05 (M) - - + - - ++ + -
ATCC 29544 1e+07 (L) - - - - - ++ ++ +

le+03 (S) - - - - + = +++ =
Enterobacter

le+05 (M) - - - HF Ses - +++ +++
cloacae 2

le+07 (L) = + = +++ +++ + +++ +++

Koncentracja Temperatura 25 °C

Izolaty inoculum Czas tworzenia biofilmu [h]
[cfu/ml] 3 6 9 12 18 24 36 48

Cronobacter 1e+03 (S) - - - - + - ++ +
sakazakii le+05 (M) - - - ++ ++ - ++ ++
ATCC 29544 1e+07 (L) - - - +++ + - ++ +H+

1e+03 (S) - - - +++ = R dEEE || aeEr
Enterobacter

le+05 (M) - - - +++ s AE HHEEE || amEr
cloacae 2

1e+07 (L) - A A +++ s AE HHEEE || amEr

-Brak biofilmu, + staby biofilm, ++ umiarkowany biofilm, +++ silny biofilm.

Zrbdlo: opracowanie wlasne
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Tabela 5. Tworzenie si¢ biofilmu na powierzchni z polipropylenu w réznych

kombinacjach wielkosci inokulum, czasu i temperatury inkubacji.

Koncentracja Temperatura 12 °C
1zolaty inoculum Czas tworzenia biofilmu [h]
[cfu/ml] 3 6 9 12 18 24 36 48

Cronobacter | 1e+03 (S) - - - - - - - ++
sakazakii le+05 (M) - - - - - - + +
ATCC

le+07 (L) - - - - - - + +
29544

1et+03 (S) - - - - + 5 e
Enterobacter

le+05 (M) - - - ++ + . |
cloacae

1e+07 (L) - - - A A o - -

Koncentracja Temperatura 25 °C

1zolaty inoculum Czas tworzenia biofilmu [h]
[cfu/ml] 3 6 9 12 18 24 36 48

Cronobacter | 1e+03 (S) - + - - - - ++ -
sakazakii le+05 (M) - - + - - ++ ++ -
ATCC

1e+07 (L) - - + + + + +++ -
29544

1e+03 (S) = + + 4=t + -+ +++ +++
Enterobacter

le+05 (M) - - - A s +++ - -
cloacae

1e+07 (L) - A s A A +++ - -

-Brak biofilmu, + staby biofilm, ++ umiarkowany biofilm, +++ silny biofilm.
Zrédto: opracowanie wiasne

Matematyczne prognostyczne modele zdolno$ci tworzenia biofilmu na
powierzchni stali nierdzewnej 1 polipropylenu opracowano dla temperatury 4 °C (jako
temperatura chlodnicza, przechowywania mleka kobiecego). W przypadku
powierzchni PVC model opracowano dla temperatury 37 °C (temperatura wnetrza
ciata noworodka).

Na podstawie danych eksperymentalnych opracowano modele powierzchni
odpowiedzi dwdch zmiennych niezaleznych (czas 1 koncentracja inokulum). W tabeli
numer 6, publikacji P3 przestawiono estymacje parametrow funkcji opracowanych
modeli, ktore maja 4 - 6 parametrow. Najwigce] jest opracowanych (n=5) modeli
czteroparametrowych. W przypadku modeli z 4 1 5 parametrami wszystkie oceny
parametrow statystycznie istotnie r6znig si¢ od zera, na poziomie istotnosci p<0,05, na

co wskazuje tez wysoka warto$¢ statystyki F. Oznacza to, Zze parametry zostaty
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dostatecznie precyzyjnie oszacowane, aby mie¢ do nich zaufanie oraz, ze zmienne
wystepujace w modelu: czas i koncentracja inokulum wywierajg istotny wptyw na
zmienng zalezng powstawania biofilmu.

W przypadku modeli z 6 parametrami, parametry ¢ i f nie wywieraty istotnego
wplywu na zjawisko tworzenia biofilmu. Na uwage zastuguja niskie asymptotyczne
bledy srednie szacunku parametrow, pozwalajace przyjaé, ze parametry zostaly
dostatecznie precyzyjnie oszacowane, aby mie¢ do nich zaufanie. Blad standardowy
(SE — Standard Error) zostal wykorzystywany do generowania przedzialu ufnosci dla
prognoz. Natomiast btad $redniokwadratowy MSE (Mean Squared Erorr)
wykorzystywano do charakterystyki i porownan opracowanych modeli. Wspotczynnik
determinacji R? jest uzywany jako ogoélna miara dopasowania oszacowanego modelu
do danych empirycznych i wyjasnienia, przez zmienne niezalezne, zmiennoS$ci
zmiennej zaleznej. Wspolczynnik determinacji jest miarg sity liniowego zwigzku
migdzy danymi. Pozioma plaszczyzna na rysunkach 1 - 6B, publikacji P3 wskazuje,
ze dane lezg dokladnie na plaszczyznie, wsplczynnik determinacji przyjmue
maksymalng warto$¢ (R*=1), a zmienno$¢ jest wyjasniona w 100%; gdy R*=0 nie
zachodzi korelacja pomigdzy zmiennymi w modelu, determinacja niczego nie
wyjasnia. W przypadku kiedy wspotczynnik determinacji przyjmuje wartoéci 0<R?<1
zachodzi zwigzek pomiedzy zmiennymi. Lepsza jako$¢ modelu uzyskiwana jest kiedy
zmienne niezalezne wyjasniaja 0,80-1,00 zmienno$ci zmiennej zaleznej.

Najwyzszg wartos¢ wspotczynnika determinacji jako parametru $wiadczacego
o jakosci dopasowania, w przypadku powierzchni medycznego polichlorku winylu
(PVC), uzyskano w przypadku modelu C. sakazakii ATCC 29544: R*=0,756 (rysunek
1 publikacja P3). W modelu E. cloacae wartos¢ R?= 0,723 (rysunek 4, rysunek 2
publikacja P3) .

W przypadku powierzchni stali nierdzewnej dopasowanie opracowanego
modelu E. cloacae wynosito 0,864 (rysunek 4, publikacja P3). Natomiast
wspotczynnik determinacji w przypadku modelu opisjacego tworzenie biofilmu przez
C. sakazakii ATCC 29544 wynosit 0,707 (rysunek 3, publikacja P3).

Najwyzszg warto$¢ wspotczynnika determinacji w przypadku powierzchni
polipropylenu uzyskano w przypadku modelu C. sakazakii ATCC 29544 R?>=0,912
(rysunek 5, rysunek 5 publikacja P3). W przypadku modelu E. cloacae wartoéé R?
wynosit odpowiednio: 0,850 (rysunek 6, publikacja P3).
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Rysunki 4 i1 5 przedstawia wybrane modele tworzenia biofilmu (zmienna
zalezna) w  funkcji dwoch zmiennych niezaleznych determinujacych jego
powstawanie (czas 1 ggsto$¢ inokulum). Na rysunku 4 przedstawiono model E. cloacae
na powierzchni PVC, a na rysunku 5 model C. sakazakii ATCC 29544 na powierzchni
polipropylenu. Oba modele s3 przedstawione w publikacji nr 3, oznaczone

odpowiednio: Fig. 6, Fig. 1.
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Rysunek 4. A. Model powierzchni odpowiedzi tworzenia biofilmu; B. Porownanie pomigdzy
prognozowanymi i obserwowanymi wartosciami AOD tworzenia biofilmu przez E. cloacae.
na powierzchni PVC.

Biofilm
Biofilm

Residuals Biofilm

Residuals Biofilm

Rysunek 5. A. Model powierzchni odpowiedzi tworzenia biofilmu; B. Porownanie pomig¢dzy
prognozowanymi i obserwowanymi wartosciami AOD tworzenia biofilmu przez C. sakazakii
ATCC 29544 na powierzchni polipropylenu.
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5. Dyskusja wynikow

Mleko kobiece jest pierwszym pokarmem dziecka i1 pelni wyjatkowa funkcje w
jego zywieniu. Dostepnos¢, jako$¢ 1 bezpieczenstwo mleka kobiecego moga
decydowac o p6zniejszym stanie zdrowia cztowieka. Karmienie mlekiem kobiecym to
jeden z elementéw programowania zywieniowego. W sytuacji kiedy nie jest mozliwe
karmienie naturalne mlekiem matki, kluczowa role peinig banki mleka kobiecego,
ktore stwarzajg szanse potrzebujacym w dostepie do mleka.

Mileko kobiece powinno by¢ bezpieczne, wolne od patogendw. Jednakze mleko
kobiece moze by¢ rezerwuwarem bakterii patogennych, stanowiacych istotne ryzyko
zakazen wséréd noworodkéw z niskg masg urodzeniowg lub wcze$niakow. Celem
niniejszej pracy byta ocena zdolno$ci tworzenia biofilmu na réznych powierzchniach,
przez szczep Cronobacter sakazakii ATCC 29544 i przez wyizolowane z mleka
kobiecego bakterie patogenne oraz konstrukcja matematycznego modelu
prognostycznego, opisujacego tworzenie biofilmu na powierzchniach majacych
kontakt z mlekiem kobiecym.

Przeprowadzony przeglad literatury, ktory byt pierwsza czgsécia pracy, wskazat na
potencjalng mozliwo$¢ wystepowania bakterii patogennych w mleku kobiecym m.in.:
E. coli, Salmonella spp., K. pneumoniae, B. cereus i E. cloacae (Mshana i wsp., 2011;
Decousser 1 wsp., 2013; Weems 1 wsp., 2015; Pawlik i wsp., 2017; Cormontagne 1
wsp., 2021; Strom i wsp., 2022). Mozliwe narazenie na bakterie patogenne moze
przynia¢ si¢ do rozwoju zapalenia opon moézgowych, sepsy, martwiczego zapalenia
jelit, szczegolnie u wezesniakow 1 noworodkow z niskg masg urodzeniowg. Bakterie
patogenne moga wnika¢ do mleka ze skéry matki oraz w wyniku zanieszczyszczenia
srodowiskowego, np. nieodpowiedniej higieny laktatorow. Jiménez i wsp. (2017)
zasugerowali, ze w mleku kobiet, ktore odciagaly mleko rgcznie jest mniej bakterii,
niz w mleku kobiet, ktore odciggaly pokarm z wuzyciem laktatorow. W
przeprowadzonym badaniu wlasnym potwierdzono przedstawione w przegladzie
literatury dane dotyczace mozliwosci zanieczyszczenia bakteryjnego mleka, gdyz
takze wyizolowano z mleka kobiecego bakterie: Klebsiella spp., Bacillus spp.,
Pantoea spp., S. enterica sv. Typhimurium, E. cloacae, E. hormachei. Proby do badan
wlasnych pozyskano z banku mleka kobiecego w Warszawie. Nie zostato ujawnione,

w jaki sposob dawczynie odciggaty mleko.
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Naukowcy szukaja technologii utrwalania mleka kobiecego, ktére zapewnia
bezpieczenstwo mleka, jednoczes$nie zachowujac wartos¢ odzywcza mleka kobiecego
na odpowiednio wysokim poziomie. Metodg, ktéra moze sprzyja¢ zachowaniu
wartosci  odzywczej, przy jednoczesnym utrwaleniu mleka kobiecego jest
wykorzystanie ci$nieniowania. Malinowska-Panczyk (2020) opisata wplyw
niektorych etapdw obchodzenia si¢ z mlekiem kobiecym w bankach mleka kobiecego
na zmiang¢ wartosci odzywczej mleka. W przegladzie autorka stwierdzita, ze catkowita
inaktywacje mikroflory mozna osiggna¢ po poddaniu mleka cisnieniowaniu w zakresie
500-600 MPa, co niestety wplywa na zmniejszenie wartosci odzywczej mleka
kobiecego. Niekorzystne zmiany zachodzace w tych warunkach sa podobne do zmian
w wartosci odzywczej po przeprowadzonej pasteryzacji mleka w bankach mleka
kobiecego.

W przeprowadzonym badaniu wlasnym stwierdzono, ze bakterie patogenne (C.
sakazakii ATCC 29544, Klebsiela spp., Bacillus spp., Pantoea spp., S. enterica sv.
Typhimurium, E. cloacae, E. hormaechei) moga tworzy¢ biofilm na powierzchniach
majacych kontakt z mlekiem kobiecym. W badaniu modelowym oceny zdolnos$ci
tworzenia biofilmu na powierzchni polistyrenu wykazano, ze intensywnos¢ tworzenia
biofilmu zalezy od czynnikéw s$rodowiskowych: temperatury, czasu, koncentracji
inoculum. W badaniu modelowym nie wykazano powstania biofilmu w temperaturze
4 °C1 62,5 °C, jednak wigkszo$¢ izolatdéw wykazywata wzrost w temperaturze 62,5
°C do 8h inkubacji. Wydaje sig, ze temperatura 4 °C moze by¢ zbyt niska do wzrostu
bakterii 1 rozwoju biofilmu, a temperatura 62,5 °C zbyt wysoka do tworzenia biofilmu.
Potwierdzaja to badania Fakruddin’a i wsp. (2014), ktorzy wykazali, ze warto$¢ De
dla izolatow C. sakazakii mie$cila si¢ w przedziale od 0,57 do 1,12 min. Morgan i wsp.
(1988) ustalili przewidywang warto$¢ Deo dla izolatow K. pneumoniae na 0,022 min.
Inaktywacja 90% populacji w temperaturze 62,5 °C w czasie krotszym niz 1,5 min
uniemozliwita utworzenie biofilmu przez badane izolaty.

W badaniach wiasnych tworzenie biofilmu na powierzchni polistyrenu
zaobserwowano w temperaturze 25 °C od 12 h inkubacji (dla bakterii: C. sakzakii
ATTCC 29544; Klebsiella spp. 1, 3, 5; Bacillus spp.; E. hormachei 1, 2; E. cloacae 1)
,aw 37 °C wszystkie badane bakterie tworzyly biofilm od 8 h inkubacji . Mozna zatem
wnioskowaé, Zze im wyzsza temperatura tym zdolno$¢ tworzenia biofilmu i

intensywno$¢ tworzonego biofilmu wzrasta. Porownanie tych wynikéow z
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publikacjami innych autoréw, dotyczacymi tworzenia biofilmu przez Salmonella spp.,
nie jest jednoznaczne. Na przyktad w badaniach Piras i wsp. 2015, w przypadku
szczepow S. enterica wykazano, ze wykazywaly wieksza zdolnos$¢ tworzenia biofilmu
w temperaturze nizszej, czyli w 22 °C niz w 35 °C. Podobnie w badaniu Stepanovic i
wsp. (2003) zaobserwowano wyzsza produkcje biofilmu Salmonella spp. w 30 °C i w
22 °C niz w 37 °C. W przytoczonych badaniach biofilm powstawat instensywniej w
temperaturach nizszych niz 37 °C.

W badaniu wiasnym szczep S. enterica sv. Typhimurium nie tworzyl biofilmu
na powierzchni polistyrenu w 25 °C, tylko w 37 °C. Z kolei Buzoleva i wsp. (2018)
wykazali, ze Pantoea spp. wytwarza silniejszy biofilm w 37 °C niz w 22 °C. Podobnie
w badaniu wiasnym, gdzie Pantoea spp. tworzyta biofilm tylko w 37 °C, a w 25 °C
biofilm nie powstawal. W badaniu Korres 1 wsp. (2013) wykazano, ze K. pneumoniae
tworzy silniejszy biofilm w 40 °C niz w 35 °C. W badaniu wtasnym w temperaturze
37 °C szczepy Klebsiella tworzyty wiecej biofilmu i byt on duzo bardziej intensywny
niz w temperaturze 25 °C. HoStacka 1 wsp. (2010) porownali produkcje¢ biofilmu
szczepdw K. pneumoniae w 30 °C 1 37 °C. W 37 °C dwa szczepy wykazywaly
obnizenie produkcji biofilmu, z kolei trzy szczepy w 37 °C produkowaly wiecej
biofilmu. Moze to $wiadczy¢ o indywidualnych cechach szczepoéw, ktére moga
istotnie wpltywa¢ na wytwarzanie biofilmu. W badaniu wlasnym zauwazono, ze
izolaty, ktore nie produkowaly biofilmu (Pantoea spp., S. enterica sv. Typhimurium i
E. cloacae 1) lub produkowaty staby biofilm (Klebsiella spp. 2) w temperaturze 25 °C,
produkowaly go réwniez stabiej w temperaturze 37 °C, co moze §wiadczy¢ o braku
przystosowania do przylegania i tworzenia biofilmu.

W badaniu Nyenje i wsp. (2013) wykazano, ze E. cloacae tatwo tworza biofilm
na plastikowych powierzchniach. W badaniu wiasnym na powierzchni polistyrenu, w
temperaturze 37 °C bakterie wytwarzaly silniejszy biofilm po 24 i1 48 godzinach
inkubacji. Stwierdzono woéwczas, ze dlugi czas inkubacji 1 wysoka temperatura
wplywaja na powstawanie biofilmu. Iversen i wsp. (2004) wykazali, ze wyzZsza
temperatura moze sprzyja¢ tworzeniu si¢ biofilmu, co réwniez zaobserowano w
badaniu wlasnym, gdzie wigkszo$¢ szczepoOw produkowato wiecej biofilmu w wyzszej
temperaturze (37 °C).

Roéznice w zdolno$ci tworzenia biofilmu w zaleznosci od czynnikow

srodowiskowych zostaty opisane w licznych badaniach. Kwon 1 wsp. (2017) wykazali,
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ze w temperaturze 30 °C wydhluzenie czasu inkubacji z 24 do 48 godzin zwicksza
produkcje¢ biofilmu. Hayrapetyan i wsp., (2015) wykazali, ze szczepy B. cereus
wytwarzaja wigcej biofilmu po 24 godzinach inkubacji, niz po 48 godzinach. W
badaniu wiasnym Bacillus spp. tworzyt silny biofilm zaré6wno po 24 godzinach, jak i
po 48 godzinach inkubacji, w temperaturze 37 °C. C. sakazakii ATCC 29544 w
badaniu wlasnym nie tworzyt silnego biofilmu w temperaturze 25 i 37 °C. Ponadto
dtugos¢ czasu inkubacji nie miata wptywu na tworzenie biofilmu C. sakazakii ATCC
29544. Podobne wyniki uzyskali Ye i wsp., (2015), gdzie C. sakazakii tworzyt jedynie
staby biofilm w temperaturze 37 °C.

Na podstawie badania wlasnego i wnioskdw przytoczonych badan, mozna
zauwazy¢ zmiennos$¢ tworzenia biofimu w réznych warunkach srodowiskowych. W
przypadku niektérych szczepéw obnizenie temperatury inkubacji moze zmniejszy¢
wzrost bakterii, ale promowac¢ tworzenie biofilmu. Wyizolowane w badaniu wlasnym
drobnoustroje maja tendecje¢ do tworzenia biofilmu, na powierzchni polistyrenuw
temperaturze 25 1 37 °C. Zdolnos$¢ tworzenia biofilmu zalezy rowniez od koncentracji
inokulum, im wyzsze tym zdolno$¢ tworzenia biofilmu wzrasta. Czas jest czynnikiem
majacym wptyw na rozwoj biofilmu, jednakze nie mozna okresli¢ optymalnego czasu,
w ktorym bakterie tworza biofilm. Nalezy podkresli¢, ze wszystkie czynniki
srodowiskowe sg od siebie zalezne, rowniez cechy gatunkowe szczepdw wplywaja na
produkcje biofilmu w roéznych, zmiennych warunkach $rodowiskowych.
Przeprowadzona w badaniu wlasnym analiza PCA wykazata, ze w temperaturze 25 °C
tworzenie biofilmu determinowane jest gldwnie przez temperaturg, a czynnikiem
decydujacym o tworzeniu biofilmu w temperaturze 37 °C jest czas.

Czynnikiem istotnie wpltywajacym na tworzenie biofilmu moze by¢ rodzaj
powierzchni. Rurki enteralne wykonane sa z medycznego polichlorku winylu (PVC).
W badaniu Hurrell 1 wsp. (2009) wykazano, 1z zdolno$¢ adhezji do rurek wykonanych
z PVC wykazujg bakterie: Pantoea spp., K. pneumoniae, K. oxytoca, E. cloacae, E.
hormachei, C. sakazakii. Powierdzono to réwniez w badaniu wlasnym, gdzie oceniono
zdolno$¢ tworzenia biofilmu przez C. sakazakii ATCC 29544, Bacillus spp. 1 E.
cloacae na powierzchni PVC. Rozw¢j biofilmu na rurkach do zywienia enteralnego
moze stanowi¢ czynnik ryzyka dla zdrowia noworodka. Rurki te s uzywane do
karmienia noworodkéw z niska masg urodzeniowg na oddziatach intensywne;j terapii.

Ze wzgledu na niedojrzaly uklad immunologiczny, zwigkszong przepuszczalnosé

40



btony $luzowej jelita i dysbioze mikroflory jelitowej, niemowleta moga by¢ podatne
na infekcje w wyniku kolonizacji przez bakterie rurek enteralnych. Nalezy podkreslic,
ze wzrost mikroorgaznimow nastepuje szybciej w srodowiskach bogatych w sktadniki
odzywcze, a mleko kobiece jest pokarmem bogatym w sktadniki odzywcze.

Tworzenie si¢ biofilmu na powierzchni rurki eneteralnej koreluje z czasem
umieszczenia rurki w organizmie. W badaniu Misra i wsp. (2022) oceniano zdolno$¢
produkowania biofilmu przez E. clocace, na rurkach do zywienia enteralnego w
zakresie czasowym 24, 48, 72, 96 1 120 godzin w 37°C. Badacze zaobserwowali
intensywng produkcje biofilmu od 24 godzin inkubacji z tendencja wzrostowa do 96
godzin. W badaniu wlasnym proby inkubowano do 36 godzin i obserwowano biofilm
E. clocace w kazdym badanym zakresie czasowym, z wyjatkiem 3 i 30 godziny
inkubacji. W 36 h E. cloacae tworzyl biofilm slaby i umiarkowany. W badaniach
Misra i wsp. (2022) wykazano, ze w czasie 24-72 h dochodzi do wzrostu i progresji
tworzenia biofilmu E. cloacae. W przedziale czasowym 96-120 h wykazano
nieznaczne zmniejszenie intensywnosci tworzenia biofilmu, co moze korelowaé z
przej$ciem z fazy dojrzewania do fazy dyspersji biofilmu (Misra i wsp., 2022). W
badaniach wlasnych E. cloacae wykazywat intensywng produkcj¢ biofilmu na rurkach
enteralnych. Podobne wyniki otrzymali Sabir i wsp. (2017). E. cloacae to jeden z
najczesciej izolowanych patogendw szpitalnych. Wywotuje infekcje opurtunistyczne,
kolonizuje sprzgt medyczny i tworzy na nich biofilm (Misra i wsp., 2022), co rowniez
potwierdzono w badaniach wtasnych.

W badaniu wlasnym biofilm C. sakazakii ATCC 29544 na rurce enteralnej
obserwowano w 12 i 24 godzinie inkubacji, natomiast w badaniu Hurrell i wsp. (2009)
C. sakazakii produkowal biofilm juz od 2 h. Wynik ten wskazuje, ze tworzenie
biofilmu w duzej mierze zalezy od indywidualnych cech szczepéw (Misra i wsp.,
2022). Chociaz badania dotyczace okreslenia optymalnego czasu umieszczenia rurki
enteralnej w organizmie noworodka sg ograniczone, to w literaturze naukowej
podkresla sig, ze czas umieszczenia rurki w organizmie ponizej 12 h moze ograniczy¢
wzrost bakterii 1 zmniejszy¢ tworzenie biofilmu. Jednakze ze wzgledu na obcigzenie
pracg personelu medycznego 1 dyskomfort noworodka, wymiana rurek w czasie do 12
h nie jest praktykowana (Parker 1 wsp., 2022), a obecnos$¢ bakterii przez dtuzszy czas,
w S$rodowisku bogatym w sktadniki odzywcze moze maksymalizowa¢ ryzyko

zdrowotne noworodka. W badaniu wlasnym C. sakazakii ATCC 29544 tworzyt
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biofilm na rurce enteralnej w 12 1 24 godzinie inkubacji. Z kolei E. cloacae tworzyt
biofilm od 6 godziny inkubacji.

Ocen¢ zdolno$ci tworzenia biofilmu na stali nierdzewnej i polipropylenie
przeprowadzano w badaniach wlasnych, w temperaturach chtodniczych (4 1 12°C)
oraz w temperaturze pokojowej (25°C). Temperatury chlodnicze maja kluczowe
znaczenie w spowalnianiu wzrostu bakterii, jednakze pomimo tego, moga one
produkowac biofilm. Moze by¢ to stabszy biofilm i/lub czas tworzenia biofilmu moze
by¢ wydluzony w porownaniu z temperaturami wyzszymi. W badaniu wlasnym w
temperaturze chtodniczej wszystkie szczepy produkowaty biofilm (zaréwno na
powierzchni polipropylenu jak i stali nierdzewne;).

W przypadku E. cloacae 1 C. sakazakii ATCC 29544 zauwazono rdznice w
tworzeniu biofilmu w poszczegolnych temperaturach. W wyzszej temperaturze
intensywno$¢ tworzenia biofilmu wzrastala. Niska temperatura réwniez sprzyja
tworzeniu biofilmu, np. w badaniu wlasnym, w temperaturze 4 °C biofilm E. cloacae
1 C. sakazakii ATCC 29544 oberwowano od 36 godziny inkubacji. Zjawisko to moze
stanowi¢ istotne ryzyko zdrowotne. Przechowywanie mleka lub mieszanki
mlekozastepczej] w butelce, w temperaturze chtodniczej moze przyczyni¢ si¢ do
wystagpienia biofilmu na powierzchni materiahu.

Niezwykle wazne jest przewidywanie wpltywu réznych czynnikow
srodowiskowych na rozwdj biofilmu. Pomoéc w tym moze modelowanie
matematyczne (mikrobiologia prognostyczna). Mikrobiologia prognostyczna jako
subdyscyplina mikrobiologii Zywnos$ci zajmuje si¢ opracowaniem modeli
matematycznych, ktore charakteryzuja reakcje drobnoustrojoéw na okreslone warunki
srodowiska oraz weryfikacja ich zastosowania do przewidywania wzrostu,
przezywalnosci 1 inaktywacji mikroorganizméw w zywnoS$ci. Zalozeniem
mikrobiologii prognostycznej jest zasada, ze reakcja grupy mikroorganizmow w
okreslonych warunkach jest powtarzalna. Gléwnym celem prognozowania w
mikrobiologii ZywnoS$ci jest obnizenie pracochtonnosci i czasochlonno$ci badan
laboratoryjnych, majacych na celu oceng¢ bezpieczenstwa mikrobiologicznego
zywnosci. Klasyczne metody analiz mikrobiologicznych wykonywane na szeroka
skale, wigza si¢ ze znacznym zwigkszeniem kosztow 1 wydluzeniem czasu

niezb¢dnego do otrzymania wynikdw umozliwiajacych oszacowanie ryzyka
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mikrobiologicznego (Rosiak i Kotozyn-Krajewska, 2003; Kowalik i wsp., 2009; Lasik
1 wsp., 2016; Rosiak i wsp., 2018).

Dalszy rozwo6j mikrobiologii prognostycznej moze przyczyni¢ si¢ do
zrozumienia roli ré6znych warunkow srodowiskowych w tworzeniu biofilmu. Proces
powstawania biofilmu przez rézne drobnoustroje jest zlozony. Do charakterystyki
zagrozen mikrobiologicznych moga by¢ wykorzystane matematyczne modele
prognostyczne, umozliwiajagce opis powstawania biofilmu i1 ocen¢ ryzyka zakazen
mikrobiologicznych. Nalezy podkresli¢, ze w dostepnej literaturze, nie znaleziono
modeli prognostycznych dotyczacych tworzenia biofilmu przez bakterie patogenne
wyizolowane z mleka kobiecego, a matematycznych modeli opisujacych tworzenie
biofilméw bakteryjnych jest bardzo niewiele.

W niniejszej pracy opracowano modele powierzchni odpowiedzi obrazujace
powstawanie biofilmu w zalezno$ci od czasu i gestosci inokulum. Modele
powierzchni odpowiedzi to modele empiryczne, opisujace odpowiedz populacji
drobnoustrojéw na  czynniki  $rodowiskowe. Dopasowanie  zalezno$ci
matematycznych do przebiegu danych empirycznych stanowi jedno z kryteriow
oceny modelu (Rosiak i wsp., 2018). Przedstawione w pracy modele opracowano
wykorzystujac nieliniowe funkcje z rodziny Gaussian, Extreme Value, Log Normal
1 Logistic Peak.

W dostgpnej literaturze znaleziono kilka prac dotyczacych modeli
prognostycznych wytwarzania biofilméw bakteryjnych. Na przyktad Tango i wsp.
(2018) opracowali model predykcyjny zdolnosci produkowania biofilmu przez
Staphylococcus aureus w zaleznosci od pH, aktywnosci wody 1 st¢zenia etanolu. Do
opracowania modeli badacze wykorzystali wartosci kardynalne czynnikéw
srodowiskowych (minimalne, optymalne i maksymalne). Modele parametrow
kardynalnych do opracowania modelu wykorzystali rowniez Dimakopoulou-
Papazoglou 1 wsp. (2016), ktorzy przedstawili model zdolnos$ci tworzenia biofilmu
przez Salmonella enterica ser. Newport w zalezno$ci od pH i aktywnosci wody. Hu
1 wsp. (2022) opracowali z wykorzystaniem regresji logistycznej modele
prawdopodobienstwa adhezji 1 tworzenia biofilmu przez Listeria monocytogenes.
Moraes 1 wsp. (2018), wykorzystujagc model regresji logistycznej drugiego rzedu,
opracowali model granic adhezji i tworzenia biofilmu przez S.emterica na

powierzchni stali nierdzewne;.
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Opracowane w badaniu wlasnym matematyczne modele charakteryzuja sig¢
warto$ciami wspdtczynnika R?, §wiadczacym o dobrym dopasowaniu modelu do
danych, na poziomie 0,707 — 0,912 (Tabela 6, publikacja P3). Modele opracowane
dla C. sakazakii ATCC 29544 1 E. cloacae dla powierzchni PVC 1 stal nierdzewna
charakteryzowaty sie warto§ciami R?> wynoszacymi odpowiednio: 0,756 i 0,707 oraz
0,723 1 0,864. W przypadku powierzchni polipropylenu uzyskane modele
charakteryzowaty si¢ bardzo dobrymi warto$ciami wspotczynnika R?, wynoszacymi
0,850-0,912. Najlepiej dopasowane modele otrzymano dla powierzchni stali
nierdzewnej 1 polipropylenu.

Opracowane modele w wigkszo$ci przypadkéw potwierdzity wpltyw czynnikoéw
uwzglednionych w do$wiadczeniu jako determinujacych powstawanie biofilmu.
Dlatego mozna uzna¢ je za uzyteczne narzedzie do oceny wpltywu rdéznych
czynnikow na zlozone zjawisko tworzenia biofilmu. Ryzyko tworzenia si¢ biofilmu,
w duzym stopniu zalezy od ggstosci inokulum, ma ona kluczowe znaczenie,
poniewaz liczba mikroorganizmoéw w biofilmie bedzie decydowata o poziomie
zanieczyszczenia zywnos$ci. Ryzyko tworzenia biofilmu moze réwniez zaleze¢ od
czynnikow stresogennych dla drobnoustrojow. Czynnikiem stresogennym dla
drobnoustrojéw moze by¢ dezynfekcja. Tango 1 wsp. (2018) w swojej publikacji
wskazali, ze uzycie do dezynfekcji zbyt niskiego stezenia etanolu moze wywotaé
stres $srodowiskowy drobnoustrojow, zwigkszajac tym samym potencjalne ryzyko
tworzenia biofilmu. Dlatego w celu zapobiegania tworzeniu biofilmu nalezy uzywacé
ptynéw o odpowiednio wysokim stezeniu substancji czynne;.

Z uwagi na doniesienia o ryzyku zanieczyszczenia mleka kobiecego i
wystepowaniu zakazen wywotanych C. sakazakii 1 E. cloacae w$roéd noworodkow
oraz zdolno$ci tworzenia przez te bakterie biofilmu (Haston i wsp., 2023; Lachowska
1 wsp., 2021), otrzymane w wyniku toku badan modele mogg stanowi¢ narz¢dzie w
ocenie ryzyka mikrobiologicznego w bankach mleka kobiecego, oddziatach

neonatologicznych, oddziatach intensywne;j terapii dla noworodkow.
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6. Stwierdzenia i wnioski

. W wyniku przeprowadzonego przegladu literatury stwierdzono, ze gatunki
Cronobacter spp. powszechnie wystepuja w srodowisku naturalnym, a takze
w mleku kobiecym i w zwigzku z tym mogga stanowi¢ zagrozenie dla zdrowia
wcezesniakow 1 niemowlat z niskg masg urodzeniows, szczegdlnie z powodu
tworzenia biofilmu na powierzchniach stali nierdzewnej, szkla, silikonu,
poliweglanu i plastiku.

. Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze czynnikami
odpowiedzialnymi za tworzenie biofilmu na powierzchni polistyrenu przez
bakterie C. sakazakii ATCC 29544 oraz izolowane z mleka kobiecego bakterie
Klebsiella spp., Bacillus spp., Pantoea spp., S. enterica sv. Typhimurium, E.
cloacae, E. hormaechei, byly temperatura 25 °C 1 czas.

. Przeprowadzone badanie z udzialem dwoch wybranych bakterii (C. sakazakii
ATCC 29544 1 E. cloacae) wskazato na tworzenie przez te bakterie biofilmu
na powierzchniach PVC, polipropylenu i stali nierdzewnej. Zjawisko
tworzenia biofilmu zalezalo od temperatury, czasu, ggstosci inokulum.

. Prognozowana zdolno$¢ tworzenia biofilmu w temperaturze 37 °C, przy
najwyzszym badanym poziomie inokulum, w przypadku C. sakazakii ATCC
29544 1 E. cloacae na powierzchni medycznego PVC (rurki enteralne), miata
miejsce w czasie 10-20 h, co moze stanowi¢ powazne ryzyko dla zdrowia
noworodkow.

. Prognozowana, na podstawie skonstruowanych modeli, zdolno$¢ tworzenia
biofilmu, przy najwyzszym badanym poziomie inokulum, w temperaturze 4
°C, na powierzchni polipropylenu (butelka do przechowywania mleka) 1 stali
nierdzewnej (powierzchnie robocze,) zachodzita w przypadku C. sakazakii
ATCC 29544 w czasie 30-40 h (polipropylen) 1 40-50 h (stal nierdzewna). W
przypadku E. cloacae prognozowany czas tworzenia biofilmu na obu
powierzchniach wynosit 30-40 h.

Skonstruowane matematyczne modele prognostyczne charakteryzuja si¢
warto$ciami wspétczynnika determinacji R?, §wiadczacym o dobrym i bardzo

dobrym dopasowaniu modelu do danych empirycznych w zakresie 0,707-
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0,912. Najlepiej dopasowane modele otrzymano dla powierzchni stali

nierdzewnej 1 polipropylenu.

Whioski koncowe

1.

Na podstawie przeprowadzonych badan potwierdzono hipotezg, ze
bakterie patogenne przenoszone ze $rodowiska przez mleko kobiece
tworza biofilm na powierzchniach stosowanych w bankach mleka,
stanowigc powazne zagrozenie mikrobiologiczne dla noworodkow.

Bioragc pod uwage wspotczynnik determinacji R? , mozna potwierdzié
hipoteze¢ druga stanowiaca, ze prognostyczne modele powstawania
biofilmu bakterii Cronobacter sakazakii ATCC 25944 i Enterobacter
cloacae na powierzchniach roboczych beda przydatnym narzedziem w
ocenie i zarzadzaniu ryzykiem powstawania biofilmu, w placéwkach

odpowiedzialnych za jako$¢ mikrobiologiczng mleka kobiecego.
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Streszczenie: Cronobacter spp. uznawane sg za oportunistyczne patogeny we wszystkich grupach wiekowych, szczegélnie u wezesniakow,
niemowlat z niskg masg urodzeniows, os6b w wieku podesztym i 0s6b z obnizong odpornoscia. Obecnie rodzaj Cronobacter obejmuje sie-
dem gatunkéw: C. sakazakii, C. malonaticus, C. turicensis, C. muytjesii, C. universalis, C. dublinensis i C. condimenti. Trzy pierwsze gatunki
Cronobacter zostaly skojarzone z infekcjami klinicznymi noworodkéw i weze$niakow. 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 $rodowisku 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

* Autor korespondencyjny: Elzbieta Rosiak, Katedra Technologii Gastronomicznej i Higieny Zywnosci, Wydzial Zywienia Czlowieka,
Szkota Giéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie, ul. Nowoursynowska 166, 02-787 Warszawa; tel. 22 59 37 070;
e-mail: elzbieta_rosiak@sggw.edu.pl
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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-
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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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Abstract: Bacteria enter milk during poor hygiene practices and can form a biofilm on surfaces that
come into contact with human milk. The presence of a biofilm increases the risk of infections among
newborns as bacteria protected by biofilm are resistant to washing and disinfection processes. The
formation of the biofilm depends on the microbial species, environmental conditions, and the specific
materials colonized. The aim of this study is to analyze the effects of factors such as temperature,
incubation time, and initial cell concentration on biofilm formation by pathogenic bacteria isolated
from human milk on model hydrophobic polystyrene surfaces. Model studies confirm that pathogenic
bacteria appearing in human milk as a result of cross-contamination tend to form a biofilm. The
majority of isolates formed biofilm at both 25 and 37 °C after 12 h at 1 x 103> CFU/mL inoculum
count. Multivariate principal component analysis (PCA) showed that at lower temperatures, biofilm
formation by bacterial isolates was the main determinant of biofilm formation, other factors were less
important; however, at 37 °C, time was a factor in biofilm formation. The model research performed
underlines the importance of maintaining the proper hygiene of rooms, surfaces, and devices for
expressing, storing, and preparing mothers’ milk and powdered infant formula (PIF) in facilities
responsible for feeding newborns and premature babies.

Keywords: bacterial biofilm; pathogen; breast milk; polystyrene; PCA

1. Introduction

The presence of microflora in human milk is a result of the colonization of various
organs, including the milk ducts, by select microorganisms. Sources of microflora in-
clude the transfer of the mother’s intestinal bacteria via the intestinal-glandular route,
as well as the transfer of the mother’s skin microflora or the infant’s mouth microflora
during suckling [1,2]. Commensal microflora identified in human milk includes Strepto-
coccus, Staphylococcus, Serratia, Pseudomonas, Corynebacterium, Ralstonia, Propionibacterium,
Sphingomonas, and Bradyrhizobiaceae spp. These bacteria were isolated from all human
milk samples, independent of the donor. In addition, the presence of the following mi-
croorganisms has been confirmed in human milk: Lactobacillus, Ruminococcus, Bacteroides,
Bifidobacterium, Coprococcus, Faecalibacterium, and Roseburia spp. [1,2].

Inappropriate hygiene during the handling of human milk and powdered infant
formula (PIF) can result in infections in premature and newborn babies, and several cases
of neonatal infections after human milk consumption have been reported. At least one
infant was reported to have died in Australia (2015) and the USA (2016) as a result of a
Cronobacter sakazakii infection contracted from a breast pump. Both cases indicate that poor
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hygiene practices (such as insufficient washing and disinfection, reusing of utensils to
prepare and store PIF and human milk, or non-sterile storage of human milk) can result
in cross-contamination of human milk and transmission of pathogens to the infant [3-5].
Cases of neonatal infection with Klebsiella pneumoniae, Bacillus cereus, and Enterobacter cloacae,
due to ingestion of infected human milk, have also been reported in the literature [6-9]. At
a Food and Agriculture Organization and a World Health Organization expert meeting
in 2004, pathogenic bacteria associated with powdered infant formula were divided into
three categories: category A, high causal relationship (C. sakazakii and Salmonella enterica);
category B, a causal relationship is probable but not yet confirmed (Pantoea agglomerans,
Escherichia coli, Hafnia alvei, Citrobacter koseri, C. freundii, Klebsiella pneumoniae, K. oxytoca,
and E. cloacae); category C, a causal relationship less probable or not yet demonstrated
(Bacillus cereus, Clostridium difficile, C. perfringens, C. botulinum, Staphylococcus aureus, and
Listeria monocytogenes) [10].

Many species and genera of the following bacteria have demonstrated the ability to
produce biofilm on usable surfaces: E. coli, C. sakazakii, P. aeruginosa, S. aureus, S. epidermidis,
Proteus mirabilis, K. pneumoniae, Enterococcus faecalis, L. monocytogenes, Streptococcus spp.,
Serratia spp., and Salmonella spp. [11-19]. The biofilm adversely affects the ability to sanitize
usable surfaces and can lead to cross-contamination of products. Cleaning and disinfectant
treatments do not always prevent biofilm formation because disinfectants that are effective
at removing plankton cells might not always remove biofilms [20,21]. The biofilm provides
a physical barrier protecting bacteria from adverse environmental conditions. Biofilm-
forming microorganisms show resistance to desiccation, the presence of antibiotics, heating,
anaerobic conditions, and varying pH. Bacterial biofilm formation is a multi-step process
involving four main phases: reversible adhesion, irreversible adhesion, maturation, and
dispersion. The formation of biofilm depends on the microbial species, environmental
conditions, and the specific materials colonized [22-28]. The first two phases of biofilm
formation depend on the interaction of bacterial cell structure with the physico-chemical
properties of the medium (such as hydrophobicity and electrostatic charge). Electrostatic,
covalent carbon—carbon and hydrogen bonds are responsible for the adhesion process to the
medium surface. These interactions allow bacterial cells to colonize surfaces such as plastics,
metals, and glass [29]. Flagella, fimbriae, and curli are bacterial organelles that enable
adhesion and biofilm formation. Flagella can affect the adhesion and biofilm formation
of E. coli, L. monocytogenes, Yersinia enterocolitica, and P. fluorescens, while Type 1 fimbriae
are responsible for initial bacterial adhesion in E. coli, S. enterica serovar Enteritidis, and K.
pneumoniae and Type 3 fimbriae facilitate adherence of K. pneumoniae to glass. The presence
of curli increases the ability of some strains, such as E. coli, to produce biofilm [17,30-32].

Temperature is one of the most important environmental factors in biofilm forma-
tion, which is most commonly observed in the temperature range of 20-37 °C. Higher
temperatures increase the bacterial growth rate and glycocalyx synthesis, which also affects
the rate of biofilm production. However, there is greater curli expansion at 30 °C than at
37 °C, providing greater bacterial adhesion to the plastic surface. Microbial adhesion is also
affected by the growth phase of the microorganisms, in that cells in the logarithmic growth
phase adhere faster than cells in the stationary phase. Biofilm production is also affected by
nutrient availability in the environment and low nutrient availability (such as an absence
of glucose) has been reported to promote biofilm formation. The presence of phosphorus
increases the hydrophobicity of bacterial cells and enhances their biofilm-forming capacity.
The ability to form a biofilm layer is also enhanced by the presence of other microorganisms
and some bacterial cells in pure cultures do not adhere [27,28,33-37].

In summary, bacteria enter milk during poor hygiene practices and can form a biofilm
on surfaces that come into contact with human milk. Contamination of human milk by
pathogenic bacteria can cause neonatal disease and the presence of a biofilm increases the
risk of infections among newborns, as bacteria protected by biofilm are resistant to washing
and disinfection processes. Biofilm formation is a complex process that depends on many
environmental conditions. The aim of this study is to analyze the effect of factors such
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as temperature, incubation time, and initial cell concentration on biofilm formation by
pathogenic bacteria isolated from human milk on model hydrophobic polystyrene surfaces.

2. Materials and Methods
2.1. Material

Twelve human milk isolates, capable of growing on media and suitable for detection
of Cronobacter spp. and referee strain Cronobacter sakazakii ATCC 29544, were used.

2.2. Bacterial Isolates

The bacterial isolates were detected in human milk samples according to the procedure
described in ISO 22964: 2017 (Microbiology of the food chain: horizontal method for the
detection of Cronobacter spp.). DNA isolation of presumptive isolates was performed
according to the manufacturer’s instructions using the Extreme DNA Bacteria Kit (Blirt,
Gdarisk, Poland).

2.3. Genus and Species Identification

Extracts of each strain were used to obtain sequences encoding 165 rRNA mitochon-
drial DNA (mtDNA). A fragment of mitochondrial DNA approximately 1400 nucleotides
long was amplified using primers described by Berthold-Pluta et al. (2017) [38]. Ampli-
fication conditions were as follows: Initial denaturation for 4 min at 94 °C, followed by
35 cycles of 30 s at 94 °C, 30 s at 60 °C, and 45 s at 72 °C. The final extension step consisted
of 15 min at 72 °C. The final amplification volume of 50 pL contained 25 pL of Perpetual
OptiTaq PCR Master Mix (2x) (EurX, Gdarsk, Poland) and 2.0 uM of each primer. The
clean-up reaction of PCR products before sequencing was performed using a PCR/DNA
Clean-Up Purification Kit (EurX, Poland), in line with the manufacturer’s protocol. The
sequencing of PCR products was performed using a BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Se-
quencing Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) in a volume of 10 uL, with
purification entailing a BigDye Xterminator™ Purification Kit (Thermo Fisher Scientific).
The electrophoresis was carried out in an ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).
DNA sequence chromatograms were analyzed using Mega 7.0.21 [39]. The fragments were
sequenced twice with both light- and heavy-stranded primers. The sequences were aligned
using BioEdit software v.7.0.5.3 (Manchester, UK) and alignments were checked manually.
Finally, the consensus sequences of 16s rRNA were compared with NCBI database, using
nucleotide BLAST.

2.4. Variants of Experiments

Overnight cultures of bacterial isolates were incubated in brain heart infusion broth
(BHI) (Neogen, Warsaw, Poland) at 37.0 °C. Target inoculum concentrations of the cultures
were reached by diluting the overnight culture up to 10~ CFU/mL/mL and obtain-
ing the following densities of bacterial cells: small (S), 1 x 102 CFU/mL; medium (M),
1 x 10° CFU/mL; large (L), 1 x 10° CFU/mL. The inoculum density was checked by
surface plating by dilutions in the range of 107°~10~7. The sixty variations of conditions
influencing biofilm production were carried out for each isolate. Each set of variables in the
experiment was coded according to the following scheme: inoculum count (S, M, L)_time
[h] (8, 12, 24, 48, 96) temperature [°C] (4.0, 25.0, 37.0, 62.5) (Figure 1).

2.5. Surface Material and Preparation

Biofilm production was tested on polystyrene surfaces (Nest Scientific Biotechnology,
Wuxi, China). Sterile polystyrene 96-well (type F) microplates were used for adherent
culture. The following temperatures were applied: 62.5 °C (temperature for Holder Pas-
teurization of human milk); 37.0 °C (human body temperature); 25.0 °C; 4.0 °C (typical
temperature for human milk storage in room/cooling conditions).
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Figure 1. Research scheme.

2.6. Biofilm Formation on Hydrophobic Material (Polystyrene)

For biofilm formation in microplates, the bacterial strains were grown on BHI broth
as described above. Three wells of sterile 96-well polystyrene plates were filled with
200 pL of bacterial suspension. Negative control wells contained BHI broth only. The
plates were covered and incubated for 8, 12, 18, 24, 48, and 96 h (only in the case of
incubation at a temperature of 4.0 °C was the time extended to 96 h). Additionally, 20 uL of
bacterial suspension were transferred to three wells of another sterile 96-well polystyrene
plate containing 180 uL of BHI broth and incubated at 4.0, 25.0, 37.0, and 62.5 °C for
24 h to assess the ability of the isolates to grow. The cell concentration was determined
spectrophotometrically by measuring the absorbance at 600 nm in relation to the blank
(BHI broth). The content of each plate was then removed, rinsed six times with water, and
air-dried for 45 min. Once dry, the plates were stained with 200 uL of 1.0% crystal violet
(Analab, Warsaw, Poland) for 30 min. Then, the content of each plate was removed, rinsed
six times with running tap water, and air-dried for 45 min. The crystal violet bound to the
biofilm was dissolved with 200 pL of 96% ethanol (Poch, Gliwice, Poland) for 10 min. From
each well, 150 puL. was added to a new sterile 96-well polystyrene plate, and absorbance
was determined at 600 nm by a microplate reader (SoftMax Pro, San Jose, CA, USA). The
cut-off optical density (ODc) for the plate test was defined as three standard deviations above
the mean OD of the negative control and strains were classified as follows: non-adherent (—)
OD600 < ODg; weak (+) ODc < OD600 < 2 x ODc; moderate (++) 2 x ODc < OD600 < 4 x ODg;
strong (+++) 4 x ODc < OD600. The assay was repeated in triplicate, in two separate
experiments for each strain, and the results were averaged.

In order to determine the differences in the degree of biofilm formation between bacte-
rial isolates in response to temperature, inoculum size, and time, the Pearson Chi2 test was
used. The Spearman rank test was used to assess the strength of the relationship between
the variables. The differences in biofilm formation were considered statistically significant
at p < 0.05 for all tests. Statistica 13.3 PL software (TIBCO Software Inc., San Francisco,
CA USA was used to perform the multidimensional principal component analysis (PCA)
to select the surface-inoculum count-time-temperature variant most favorable for biofilm
formation and to determine the correlation coefficient between components and inoculum
count-time-temperature variants.
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3. Results
3.1. Identification of Bacterial Isolates of Humane Milk

Based on the sequencing of the 16s rRNA, the following genera and species of isolates
were identified: Klebsiella spp. (no. 1-5), Bacillus spp. (no. 1) Pantoea spp. (no. 1), S. enterica
subsp. enterica serovar Typhimurium (no. 1), Enterobacter hormaechei (no. 1 and 2), and E.
cloacae (no. 1 and 2).

3.2. Evaluation of Biofilm Formation on a Hydrophobic Surface

On the hydrophobic polystyrene surface, isolates of bacterial strains did not form biofilm
at4.0 °C and 62.5 °C during the experimental period of 896 h (Table 1). At 25.0 °C, Pantoea
spp., S. enterica sv. Typhimurium, and E. cloacae 1 did not form biofilm at 8-48 h. After 8 h of
incubation at 25.0 °C, none of the isolates nor the reference strain C. sakazakii ATCC 29544
formed biofilm, regardless of the inoculum concentration. Isolates of Klebsiella spp. no. 2
and 4 also did not form biofilm after 12 h of incubation. A strong biofilm was formed at
this temperature by Bacillus spp. (after 12 h of incubation), by E. cloacae no. 2 (regardless of
inoculum concentration), and by Klebsiella spp. 1 (S and M inoculum size). After 48 h of
incubation, only the E. cloacae strain 2 formed a very strong biofilm at 25.0 °C.

Table 1. Biofilm formation on the hydrophobic surface as a result of various combinations of inoculum
size, time, and incubation temperature.

Inoculum Temperature 25.0 °C Temperature 37.0 °C
Isolate Count Growth  Time of Biofilm Formation [h] Growth Time of Biofilm Formation [h]
[CFU/ML] 481 8h 12h 24h 48h  48h 8h 12h 24h 48h
S + - - + + + - ++ - -
Cronobacter sakazakii M N B} N Tt N N ) - B} N
ATCC 25944
L + - + ++ - + - ++ + +
S + - +++ ++ ++ + 4+ o+ A
Klebsiella spp. 1 M + - +++ ++ - + - +4++ 4+ ++
L + - + ++ - + - +++ ++
S + - - + ++ + - - - +
Klebsiella spp. 2 M + - - - - + + - + -
L + - - - - + - ++ +++ +
S + - - - - + - +++ ++ ++
Klebsiella spp 3 M + - + +++ - + + +++ e+ ++
L + - - ++ - + - + ++ ++
S + - - - - + - +++ + +
Klebsiella spp. 4 M + - - ++ + + - +4+ ++ +
L + - - + - + +++ ++ + +
S + - - + ++ + - ++ ++ +++
Klebsiella spp. 5 M + - +++ ++ - + ++ +++ e+t
L + - + ++ - + - +++ ++
S + - +++ - - + 4+
Bacillus spp. M + - +++ - - + 4+
L + - +++ + + + +++
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Table 1. Cont.
Inoculum Temperature 25.0 °C Temperature 37.0 °C
Isolate Count Growth  Time of Biofilm Formation [h] Gyowth Time of Biofilm Formation [h]
[CFU/mL] 481 8h 12h 24h 48h  48h 8h 12h 24h 48h
S + - - - - + - - - +
Pantoea spp. M + - - - - + ++ ++ - -
L + - - - - + - - - +
S + - - - - + +++ + +
Salmonella enterica subsp. M N ) ) B} - N N ot R n
Enterica sv. Typhimurium
L + - - - - + + + + +
S + - + + + + + ++ + ++
Enterobacter hormaechei 1 M + - ++ ++ ++ + + +++ + ++
L + - ++ + - + ++ ++ + ++
S + - + - - + + + + ++
Enterobacter hormaechei 2 M + - + + - + ++ ++ ++ ++
L + - + + - + ++ + + +++
S + - - - - + - - - -
Enterobacter cloacae 1 M + - - - - + + - ++ -
L + - - - - + - - - -
S + - e S + +H+
Enterobacter cloacae 2 M + - +H+ + +H+
L + - I T S + T S

- no biofilm; + weak; ++ moderate; +++ strong.

At 37.0 °C, Bacillus spp., E. cloacae no. 2, and Klebsiella spp. no. 1, no. 3, and no. 5
formed the strongest biofilms, regardless of inoculum concentration. It was observed that
isolates that did not produce a biofilm (Pantoea spp., S. enterica sv. Typhimurium, and E.
cloacae no. 1) or produced weak biofilm (Klebsiella spp. 2) at 25.0 °C also produced a weaker
biofilm at 37.0 °C (Table 1).

At 37.0 °C, two strains showed a reduction in biofilm formation, while three strains at
37.0 °C produced more biofilm. The reference strain C. sakazakii formed a medium biofilm
at 25.0 °C after 24 h of incubation at medium and high inoculum counts, while at 37.0 °C it
formed a moderate biofilm after 12 h regardless of inoculum concentration. Under other
conditions, it formed weak or no biofilm. Strong biofilm was formed by the other tested
bacterial strains after 12 h of incubation.

At 25.0 °C and after 8 h of incubation, none of the analyzed bacterial isolates nor the
C. sakazakii strain formed biofilm on a polystyrene surface. At low inoculum counts (S), no
biofilm formation was observed in 58% of the isolates at up to 48 h. Medium and large
inoculum (M and L) increased the percentage of strains forming biofilm within 24 h of
incubation, while after 48 h of incubation, 75% and 83% of strains, respectively, no longer
formed biofilm. Most of the isolates formed a strong biofilm after 12 h of incubation at an
M inoculum count (Table 2).

Moderate biofilm was produced by isolates after 24 h of incubation with M inoculum
count, while weak biofilms of isolates were most prolific after 24 h with S and L inoculum.
At25.0 °C, the classification of biofilm strength was not significantly influenced by inoculum
density. There was also no correlation between inoculum density and biofilm strength at
the time of its formation (Table 2).
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Table 2. Quantitative biofilm formation by tested bacterial isolates and C. sakazakii [ %], dependent on

incubation time and inoculum count.

Temperature Inoculum Biofilm Time [h]
[°C] Count Classification 8 12 24 48
[CFU/mL]
25.0 S no 100% 58% 58% 58%
25.0 weak 0 17% 25% 8%
25.0 moderate 0 0% 8% 25%
25.0 strong 0 25% 8% 8%
25.0 M no 100% 42% 42% 75%
25.0 weak 0 17% 8% 8%
25.0 moderate 0 8% 33% 8%
25.0 strong 0 33% 17% 8%
25.0 L no 100% 50% 33% 83%
25.0 weak 0 25% 33% 8%
25.0 moderate 0 8% 25% 0
25.0 strong 0 17% 8% 8%
Chi2 0.000000 2.285714 4.875000 4.038462

p =1.0000 p =0.89164 p =0.55994 p=0.67147

R rank ) 0.0248283 0.1805556 —0.224370

Spearman p=0.88571 p=0.29198 p=0.18832
37.0 S no 50% 27% 25% 8%
37.0 weak 17% 9% 33% 33%
37.0 moderate 0 18% 17% 25%
37.0 strong 33% 45% 25% 33%
37.0 M no 17% 17% 8% 25%
37.0 weak 42% 0% 25% 17%
37.0 moderate 25% 17% 25% 33%
37.0 strong 17% 67% 42% 25%
37.0 L no 50% 17% 17% 8%
37.0 weak 8% 25% 33% 33%
37.0 moderate 17% 25% 8% 33%
37.0 strong 25% 33% 42% 25%

Chi2 9.002381 5.421680 2.797203 2.781818

P=017344 p=0.049097 p=0.83384 p =0.83569

R rank —0.001714 —0.059207 0.1231952 —0.035722

Spearman P =0.99208 p =0.73548 p =0.47410 P =0.83614

At 37.0 °C, after 8 h of incubation (as opposed to 25.0 °C where bacteria did not form a
biofilm), biofilm was formed by 50-58% of the tested bacteria and the percentage of strains
not producing biofilm decreased during the 848 h incubation period. This indicates a
statistically significant influence of temperature and individual characteristics of the tested
species of bacteria on biofilm formation within 12-48 h (Table 3, p < 0.05). After 12 h of
incubation, the tested bacteria formed the strongest biofilm, regardless of the inoculum
density. The observed differences in biofilm classification after 12 h of incubation were
significantly different (Table 2). There was a tendency for weak biofilm formation after
the longer incubation times of 24 and 48 h in the cases of the S and L inoculation size. In
contrast, the bacterial inoculum of M-concentration favored the production of weak biofilm

after 8 h.



Foods 2022, 11, 3862 8 of 14

Table 3. Influence of temperature and time on biofilm formation by tested bacterial isolates.

Chi? and p-Value; p < 0.05

Temperature Time [h]
[°C] 8 12

24 48

250 370 0.000000 218.36368 217.57780 211.80490
: : p =1.0000 p=003118 p = 0.04040 p=022453

Temperature [°C]
25.0 37.0 25.0 37.0 25.0 37.0 25.0 37.0

0.000000 50.80000 74.2857 53.97059 64.50000 67.91608 54.46154 79.85455
p =1.0000 p=0.02460 p=0.00006 p=0.01207 p=0.00084 p=0.00033 p=0.01076 p=0.00001

Isolates

3.3. Analysis of Factors Determining Biofilm Formation

A multidimensional principal component analysis is one of several techniques used
to reduce the multidimensionality of variables. In the experiments conducted for the
purpose of this study, each observation was the result of the influence of several variables
(incubation time, inoculum size, and temperature). PCA is a statistical procedure to reduce
the number of variables, detect, and verify structure and regularity in the relationships
between variables. In the case of 53.8% of the tested bacterial isolates, the variables selected
for the experiment explained 100% of the biofilm formation. For the remaining 46.2%
of isolates, variability in biofilm formation is determined by two principal components
(Figure 2). The strength of the compound between the components and the variables is
expressed by the values of the correlation coefficients (Figure 2). The orthogonal axes of
the graphs show the principal components determining biofilm formation by the tested
bacterial strains and the C. sakazakii ATCC 29544 reference strain. The correlation circle
determines the maximum value of the correlation between the variables and components
1 and 2. The points marked on the graph correspond to the factor loadings (correlations)
between the variables and the principal components. The length of the directional vectors
connecting the points corresponding to the variables with the origin of the coordinate
system is proportional to the strength of the correlation of the variable with the component.
All the obtained results take correlations (factor loadings) close to unity, so the points are
very close to the unit circle, with the exception of three variable systems (S_8h, S_24h, and
L_24h), for which the first two components explained 82, 78, and 80%, respectively, of
the variation in biofilm formation by S. enterica sv. Typhimurium at 37.0 °C (Table 4 and
Figure 2).

(A) C. sakazakii (D) E. hormaechei 2

S48 25 M48_37

1,0 1837 1.0

0,5

L24]

L48 |
Li2h
0,0

12h {37

Component 2 : 31,11%
Component 2 : 41,37%

-0,5

-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0 -1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0

Component 1 : 68,89% o Aktywn. Component 1: 58,63% o Aktywn.

Figure 2. Cont.
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Figure 2. Principal component analysis of the conditions of biofilm formation on the surface by the
tested bacterial isolates (A-F). S, M, and L: inoculum count; 8, 12, and 24: time of incubation [h].

The angle between the vectors reflects the similarity of the effect of the variables on
components 1 and 2 and the strength of the compound between the variables (Figure 2).
The extracted component number 1 largely explained the conditions of biofilm formation
by the tested bacterial strains (C. sakazakii, Bacillus spp., and S. enterica sv. Typhimurium).
Two-dimensional planes spanning two principal component axes explained 100% of the
variability in response to 24 sets of variables, representing conditions affecting biofilm
formation by the 11 bacterial isolates tested and the reference strain (Table 4). In the case
of S. enterica sv. Typhimurium, three components were isolated, explaining 78.09%, 15.95%,
and 5.95% of the variation in biofilm formation, respectively. The number of principal
components was reduced and the first two components were accepted to explain 94.04% of
the conditions for biofilm formation by S. enterica sv. Typhimurium.
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Table 4. Determination coefficient values of R? explaining the % variation in biofilm formation factors
by principal components.

C. Bacillus  Klebsiella E. E.cloacae  Salmonella
Variables  sakazakii spp. spp. 3 hormaechei 2 2 ent. Typh.

C1 c2 C1 C2 C1 C1 C2 cCl1 C2 C1 C2

S_8h_25 098 0.02 0.98 002 037 063 0.97 003 048 052 nd nd
S 12h 25 099 0.01 099 0.01 1.00 0.00 047 053 097 003 nd. nd
S_24h 25 098 0.02 098 0.02 099 0.01 0.85 015 018 0.82 nd. nd.
S_48h 25 0.08 0.92 0.08 092 0.04 096 0.00 1.00 001 099 nd nd
M_8h 25 052 048 0.52 048 0.52 048 045 055 080 020 nd. nd
M_12h 25 099 0.01 099 001 096 0.04 0.97 003 098 002 nd nd
M_24h 25 090 010 090 0.10 044 0.56 0.99 001 1.00 000 nd nd
M_48h_25 096 004 096 0.04 010 0.90 0.19 081 013 087 nd. nd.
L_8h_25 098 0.02 098 002 1.00 0.00 0.84 016 068 032 nd nd
L_12h 25 098 0.02 0.98 0.02 099 0.01 1.00 000 098 002 nd nd
L_24h 25 098 0.02 098 002 099 001 097 003 098 002 nd. nd
L_48h 25 091 009 091 0.09 002 098 0.26 074 100 000 nd nd
S_8h_37 1.00 0.00 1.00 0.00 0.63 0.37 0.95 005 087 013 081 0.82
S_12h 37 042 058 042 0.58 090 0.10 098 002 095 0.05 091 1.00
S_24h 37 030 0.70 030 0.70 0.83 0.17 0.12 088 084 016 068 078
S_48h 37 034 066 034 066 015 0.85 0.25 075 091 009 099 1.00
M_8h 37 056 044 0.56 044 0.99 0.01 0.09 091 097 0.03 041 0.95
M_12h_37 0.68 032 0.68 032 098 0.02 0.08 092 068 032 098 0098
M_24h 37 048 052 048 052 0.01 099 025 0.75 0.00 1.00 091 098
M_48h_37 0.00 1.00 0.00 1.00 0.07 0.93 0.56 044 039 0.1 098 1.00
L_8h_37 014 086 0.14 0.86 042 058 0.89 011 100 0.00 0.72 099
L_12h 37 1.00 0.00 1.00 0.00 0.00 1.00 0.53 047 076 024 083 1.00
L 24h 37 071 029 071 029 098 0.02 040 060 098 0.02 055 0.80
L 48h 37 064 036 064 036 045 0.55 0.99 001 019 0.81 060 0.99

n.d.—not detectable biofilm; C1: component 1; C2: component 2.

4. Discussion

Human milk may be contaminated with Klebsiella spp., Bacillus spp., Pantoea spp., S. enterica
subsp. enterica serowar Typhimurium, E. hormaechei, or E. cloacae; these bacteria can infect
newborns. The literature reports cases of infection in newborns with K. pneumoniae, B. cereus,
and E. cloacae bacteria caused by the consumption of contaminated human milk [6-9,40,41].

The isolated bacteria have the ability to produce a biofilm. This study looked at the
factors contributing to biofilm formation. Time, temperature, type, and species of bacteria
as well as inoculum concentration were analyzed. At temperatures 4 and 62.5 °C, the
isolates did not produce biofilm; however, most of the isolates showed growth at 62.5 °C
after 8 h of incubation. Fakruddin et al. (2014) showed that the D¢, value for C. sakazakii
isolates ranged from 0.57 to 1.12 min [42]. Morgan et al. (1988) determined the predicted
Dgp value for K. pneumoniae isolates to be 0.022 min. The inactivation of 90% of the bacterial
population at 62.5 °C prevented the formation of biofilm in the tested isolates [43].

The tested bacteria isolates tend to form a biofilm at 25 °C and 37 °C. However,
some isolates may show poor adaptation to adhesion and biofilm formation. They did
not produce a biofilm at the temperatures of 25 °C and 37 °C (Pantoea spp., S. enterica
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sv. Typhimurium, and E. cloacae no. 1) or produce a weak biofilm (Klebsiella spp. no. 2).
Piras et al. (2015) showed that S. enterica strains, after overnight incubation, showed higher
biofilm production at 22 °C than at 35.0 °C [35]. Stepanovi¢ et al. (2003) also observed
higher biofilm production by Salmonella spp. at 30.0 °C after 24 h of incubation and at
22.0 °C after 48 h of incubation than at 37.0 °C [33]. In the study by Buzoleva et al. (2018),
they showed that Pantoea spp. produces a more potent biofilm at 37 °C than at 22 °C but
within 72 h of incubation [44]. Korres et al. (2013) showed that K. pneumoniae forms a
stronger biofilm after 24 h at 40 °C than at 35.0 °C [45]. HoStacka et al. (2010) compared the
biofilm production by K. preumoniae strains at 30.0 °C and 37.0 °C (24 h incubation). Two of
the five strains showed a decrease in biofilm production at 37.0 °C. For the other three tested
strains, the temperature of 30 °C was conducive to greater biofilm production [46]; this may
indicate the presence of individual mechanisms of biofilm production in the same species of
bacteria. A similar relationship was observed in our study, where the production of biofilm
by five Klebsiella strains, two E. hormachei strains, and two E. cloacae strains was assessed. In
each case, for the same strain, differences in biofilm production were observed depending
on time, temperature, and inoculum count. E. cloacae no. 1 produced a very weak biofilm
compared to E. cloacae no. 2. In the study of Nyenje et al. (2013), they showed that E. cloacae
readily form biofilm on plastic surfaces. It was found that long incubation times and high
temperatures affect the production of biofilm. At 37 °C, the bacteria produced a stronger
biofilm after 24 and 48 h of incubation [47]. In addition, Iversen et al. (2004) showed that
a higher temperature promotes biofilm formation (>40 °C) [48]. In a proprietary study at
both 25 °C and 37 °C, E. cloacae produced a strong biofilm, except when it was incubated at
25 °C for 8 h; which may indicate that prolonged incubation times at lower temperatures
will result in biofilm formation. In addition to the temperature and time factors, the study
showed that the individual characteristics of the strains significantly affect the production
of biofilm. The ability to produce biofilm by E. hormaechei bacteria was confirmed by the
studies of Liu et al. (2022) [49]. The differences in biofilm production by B. cereus depending
on environmental factors have been described in numerous studies. In the study by
Kown et al. (2017), they showed that at 30.0 °C, increasing the incubation time from 24 to
48 h on a BHI medium increased biofilm production by two of the eight tested B. cereus
strains [50]. Hayrapetyan et al. (2015) showed that approximately 50% of food-isolated B.
cereus strains produced more biofilm after 24 h than after 48 h of incubation [51]. In our
studies, B. cereus produced an equally strong biofilm in both 24 h and 48 h of incubation (at
37.0 °C). In our research, C. sakazakii did not show any signs of strong biofilm formation
at 25.0 and 37.0 °C; moreover, the length of the incubation time had no effect on biofilm
formation. Similar results were obtained by Ye et al. (2015), where strains of C. sakazakii
formed only a weak biofilm at 37.0 °C [52]. The optimal temperature conditions for the
development of a biofilm cannot be unequivocally determined. With some strains, lowering
the incubation temperature may reduce bacterial growth but promote biofilm production.
Moreover, the production of curli and cellulose usually takes place at temperatures below
30 °C [34].

PCA analysis made it possible to identify the structure of variables responsible for
biofilm formation and their location in a limited space defined by two components. In the
case of C. sakazakii, the first component explains more than 90% of the variability in the
conditions of biofilm formation at 25 °C. Therefore, C1 can be called “temperature”. The
temperature of 37 °C promotes the formation of biofilm by mesophilic bacteria. It can be
seen that the variation in biofilm formation is time-dependent for both the S, M, and L
inoculum count. The second component can therefore be called biofilm formation time. A
similar interpretation of the main components can also be applied to Bacillus spp., E. cloacae,
and Salmonella spp. However, in the case of E. hormaechei no. 2 and Klebsiella no. 3, the
interpretation of the component factors is not so clear.
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5. Conclusions

In this experiment, biofilm formation by bacteria isolated from breast milk was studied,
which depended on factors such as: type and species of bacteria, temperature, inoculum
count, and incubation time. Incubation temperatures assessed in this study (4.0, 25.0,
37.0, and 62.5 °C) are important for the life cycle of the tested bacterial strains and in
the human milk logistics chain (from donor to beneficent). Studies on modeling surfaces
show that pathogenic bacteria appearing in human milk as a result of cross-contamination
tend to form a biofilm only at 25.0 and 37.0 °C. The phenomenon of biofilm formation
by pathogenic bacteria isolates present in breast milk is significantly dependent on the
temperature and individual mechanisms of biofilm production of the strains of the same
kind or species of bacteria. The majority of isolates formed biofilm at both 25.0 and 37.0 °C
after 12 h at an M inoculum count. Bacteria forming a strong biofilm at 25 and 37 °C were:
Bacillus spp., E. cloacae strain 2, and Klebsiella spp. strains no. 1, no. 3, and no. 5.

Multivariate PCA showed that at 25.0 °C the biofilm formation by bacterial isolates
was determined mainly by temperature; other factors such as inoculum size (three factors)
and time (five factors) were less important. However, at 37.0 °C, time was the main factor
in biofilm formation. From a safety point of view, it is extremely important to maintain
proper hygiene and temperatures of rooms, surfaces, and equipment used for the pumping,
storing, and preparation of human breast milk and PIF in institutions responsible for
feeding newborns and premature babies. Performing hygienic activities can be supported
by quality and safety assurance systems resulting from Codex Alimentarius, EU regulations,
and ISO standards (9001:2016, 22 000:2018).
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Cronobacter sakazakii and Enterobacter cloacae exhibit the ability to form biofilms, making them resistant to
Predictive Microbiology drying, antibiotics, and changes in pH. These biofilms can adhere to different surfaces, including tissues, cath-
Bi°ﬁ41m . . eters, enteral feeding tubes, and work surfaces, potentially leading to cross-infection risks in both the food and
I}Zﬁgg:;pz(fzzmyl chloride medical sectors. The objective of this study was to develop a predictive model of biofilm formation over time by
Stainless steel C. sakazakii and E. cloacae on medical polyvinyl chloride (PVC) at 37 °C and stainless steel (SS), polypropylene
Hygiene (PP) surfaces at 4 °C and different microbial inoculum concentration. A staining method and spectrophotometric

measurement were used to assess biofilm formation. SyStat Software Inc. for Windows Table curve 3D v.4.0.05
and non-linear functions were used to develop predictive models. Analysis of biofilm formation on SS and PP
surfaces at 4 °C by all analyzed bacteria suggests that hygiene procedures in refrigeration equipment should be
performed daily, the maximum safe storage time for bottled milk is 24 h. At 37 °C E. cloacae posed the highest
risk of biofilm formation on the surface of PVC tubing at 6-36 h. The six best response surface models of biofilm
formation were selected for presentation. The majority of these models demonstrated good accuracy, as evi-
denced low mean standard errors (MSE), high coefficient R? and Adjusted R(Aung and Chang, 20142, These
models can be utilized to evaluate the microbiological risks in settings such as human milk banks, neonatal

intensive care units and food industry plants.

1. Introduction

A biofilm is a complex structure composed of microorganisms that
produce organic and inorganic substances, including exopoly-
saccharides. Microorganisms in this structure remain resistant to bac-
tericides and bacteriostatic agents (Jamal et al., 2018; Sedarat and
Taylor-Robinson, 2019). Currently, a biofilm is defined as a complex,
three-dimensional microbial community that attaches to both living and
non-living surfaces and is encapsulated within a self-generated matrix of
extracellular polymeric substances (EPS). This biological matrix consists
of various components such as water, microbial cells, EPS consisting of
polysaccharide substances, lipids, proteins, metal ions, nucleic acids and
extracellular enzymes (Hrynyshyn et al., 2022; Tango et al., 2018;
Verderosa et al., 2019; Percival, 2017; Guerra et al., 2022). A biofilm, by
adhering to various surfaces, e.g. tissues, catheters, enteral feeding
tubes, and work surfaces, poses a risk of cross-contamination in the food
industry and medicine (Di Domenico et al., 2022; Lee et al., 2022;
Hrynyshyn et al., 2022; Sedarat and Taylor-Robinson, 2019). The
presence of biofilms contributes to a higher occurrence of catheter-
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related infections. Biofilms are estimated to be associated with
approximately 80 % of all human infections; the Centers for Disease
Control and Prevention (CDC) identified that over 65 % of all hospital-
acquired infections can be attributed to biofilms (Percival, 2017).

Microorganisms capable of forming biofilms exhibit resistance to
drying, heating, the presence of antibiotics, and changes in pH. The
formation of a bacterial biofilm is a multi-stage process that is influenced
by environmental factors, the microbial species involved, and the
specificity of the colonized materials (Gupta et al., 2018; Hayrapetyan
et al., 2016; Vuotto et al., 2017).

The transition of bacterial cells from the planktonic phase to the
three-dimensional structure of the biofilm is a dynamic process, which
depends on environmental and biochemical factors. Understanding the
impact of different environmental factors on biofilm development is
valuable. Detailed knowledge about the dynamics of biofilm formation
allows for the creation of a mathematical predictive model. This model
elucidates how microorganisms respond to specific environmental
conditions and can be utilized for predicting the growth, survival, and
inactivation of these microorganisms. Mathematical models are
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valuable tools in mitigating microbiological safety risks, as they aid in
predicting outcomes in microbiology. By utilizing these models, the
labor and time required for conducting laboratory tests can be reduced.
Only a few mathematical studies have been conducted to develop pre-
dictive models for biofilm formation in the scientific literature
(Dimakopoulou-Papazoglou et al., 2016; Tango et al., 2018; Hu et al.,
2022).

Cases of bacterial infections of the Cronobacter genus (Haston et al.,
2023; Lachowska et al., 2021; Zeng et al., 2018; Sundararajan et al.,
2018; McMullan et al., 2018; Jackson et al., 2015; Chaves et al., 2018;
Bowen et al., 2017; Akineden et al., 2017), and one case of Enterobacter
cloacae (Weems et al., 2015) have been described in the scientific
literature among newborns. The source of infection was microbiological
contamination of human milk obtained from donors, work surfaces, (e.
g., breast pumps), and powdered infant formula (PIF). E. cloacae has
been isolated from breast milk in studies conducted by Weems et al.
(2015), Gad et al. (2021), and Gemba et al. (2022). C. sakazakii bacteria
have been found in human milk as well as on surfaces that come into
contact with milk, such as sinks, baby bottles, and breast pumps. The
presence of C. sakazakii poses a significant risk of severe neonatal in-
fections and complications in low birth weight (below 2 500 g) and
premature infants (FAO/WHO, 2004). These infections can occur when
infants consume contaminated breast milk or milk substitute, with
bacteria entering the milk due to improper handling practices such as
inadequate washing and disinfection of bottles and breast pumps
(Haston et al., 2023; Lachowska et al., 2021; Zeng et al., 2018; Sun-
dararajan et al., 2018; McMullan et al., 2018; Jackson et al., 2015;
Chaves et al., 2018; Bowen et al., 2017). In our research, we observed
that E. cloacae bacteria isolated from human milk demonstrated the
ability to produce biofilms (Gemba et al., 2022). Therefore, we chose
E. cloacae, isolated by our team from breast milk, for further study.
C. sakazakii from the ATCC collection we choose as an example of cross-
contamination from PIF or resulting from lack of hygiene. Given the
genuine concern regarding the potential contamination of breast milk by
C. sakazakii, E. cloacae as well as the risk of biofilm development on
surfaces in contact with milk, there is a pressing need to evaluate the
likelihood of biofilm formation on work surfaces in institutions that
provide feeding care for premature and newborn infants.

Risk assessment components include exposure assessment and risk
characterization, which uses mathematical predictive models. The study
aimed to develop a predictive model of biofilm formation by bacteria on
three surfaces, depending on the temperature and number of microor-
ganisms. The surfaces selected for testing are surfaces that come into
contact with food and human milk. For instance, enteral feeding tubes,
catheter are typically composed of polyvinyl chloride (PVC). Stainless
steel (SS), on the other hand, represents a low-adhesive surface that is
widely utilized in the food production industry, while polypropylene
(PP) is commonly employed in the manufacturing of bottles for storing
and feeding infants.

2. Materials and methods
2.1. Pathogenic and opportunistic bacteria

The research materials in this study consisted of two bacterial strains
(C. sakazakii ATCC 29544, E. cloacae) obtained from the ATCC collection
and the collection of the Department of Hygiene and Food Quality
Management, Institute of Human Nutrition Sciences, Warsaw University
of Life Sciences (SGGW).

2.2. Surface testing and preparation

To evaluate biofilm production, three different surfaces were uti-
lized: medical-grade PVC from Sumi (Poland) (Supplementary material
1), stainless steel (SS) AISI 304 (RX Poland) and PP (NUK, MedicPro).
Enteral feeding catheter/tubes and bottles were purchased as a finished,
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sterile medical product. Stainless steel was laser cut into 10 x 10 mm
pieces and autoclave sterilized (121 °C, 15 min). The feeding tubes were
sterile cut by sterile scalpel into 5 x 6.5 mm pieces. Unused, sterile milk
storage bottles made of PP were sterile cut by sterile scissors into 10 x
10 mm pieces.

Depending on the material, different incubation times were used
(Table 1). The PVC surface was tested at 37 °C (body core temperature),
while stainless steel and polypropylene surfaces were tested at 4 °C
(refrigerated storage temperature of milk).

2.3. Inoculum size and experimental conditions

To prepare the bacterial cultures, overnight isolates were placed in
brain heart infusion (BHI) broth (10 ml) (Neogen, Poland) and then
incubated 18-20 h at 37 °C. The desired inoculum concentration in the
cultures was achieved by 10 fold diluting the overnight culture to ach-
ieve three different final cell densities. This resulted in bacterial cell
densities: Low (10° CFU/ml - L), Medium (10° CFU/ml - M), and High
(107 CFU/ml - H). The density of the inoculum was confirmed through
surface plating.

In total 66 experiment conditions were investigated for each bacte-
rium. In the case of PVC surface there were 24 conditions (3 inoculum
with 8 points) of the experiment while in the case of SS and PP there
were 21 (3 inoculum with 7 time points) (Table 1).

2.4. Biofilm formation

To assess biofilm formation capacity bacterial strains were cultured
in BHI broth as described above for culture preparation. The negative
control sample wells contained BHI broth only. The wells of aseptically
24-well polystyrene plates (Nest Biotechnology Co. China) were filled
with 200 pl of bacterial suspension. Then pieces of the tested materials
(PVC, SS, PP) were aseptically transferred to the plate. The plates were
covered and incubated according to the experimental design (Table 1).
After incubation, inoculum volume was removed, the material pieces
were rinsed six times with water, placed in a new plate, and air-dried for
45 min. After drying, the plates were stained with 200 pl of 1.0 % crystal
violet (Analab, Poland) for 30 min. The crystal violet was then removed,
and the material was rinsed six times with running tap water and air-
dried for 45 min. 200 pl of 96 % ethanol (Poch, Poland) was used to
dissolve the crystal violet bound to the biofilm for 10 min. Next, a vol-
ume of 150 pl was extracted and transferred into a fresh sterile 96-well
polystyrene plate, followed by the measurement of absorbance at
wavelength 600 nm utilizing a microplate reader (SoftMax Pro, USA).
Absorbance (ABS) also called optical density (OD) is a measure of the
absorption of radiation and is expressed by the formula:

T
ABS = log <70>

where,

I,-is intensity of incident light,

I-the intensity of the light after it has passed through the absorbing
medium.

The cutoff optical density (ODc) for the plate assay was determined
as three times the standard deviation above the average OD-value of the

Table 1
Incubation time of the bacteria isolates [h].

Surfaces Temperature [°C]
4 37
Medical polyvinyl chloride - 3,6,9,12, 18, 24, 30, 36
Stainless steel 3, 12, 24, 36, 48, 60, 72 -
Polypropylene 3,12, 24, 36, 48, 60, 72 -

- analyses were not performed



M. Gemba et al.

well with negative control. Using this criterion, the examined strains
were classified into different categories in strength of biofilm formation,
as follows: non-adherent (—), ODgog < ODc; Weak (4) ODc < ODggg < 2
x ODc; Moderate (++) 2 x ODc < ODggg < 4 x ODc; and Strong (+++) 4
x ODc < ODggp. The test was repeated in triplicate, in two separate ex-
periments for each strain, and the results were averaged.

2.5. Development of a mathematical model predicting biofilm formation

The microorganisms forming a biofilm on the surface of the tested
material samples change the intensity of light passing through the me-
dium containing the dissolved biofilm. The absorbance value corre-
sponding to the amount of biofilm produced by the bacteria is dependent
on the length of time the material remains in contact with the micro-
organisms and the number of bacteria in the suspension (inoculum). The
variables included in the mathematic models were absorbance sample
values ODgq as the dependent variable (z) and the time (x), inoculum
density (y) - as the independent variables. Calculations were performed
in TableCurve 3D, v.4.0.05 for Windows, SYSTAT Software Inc. using
non-linear software-specific functions from the Gaussian family,
Extreme Value and Log-Normal (Table 2). The parameters of the
response surface model were estimated by iterative procedures using the
Levenberg-Marquardt algorithm and the precision parameter. The soft-
ware assumed a maximum number of 100 iterations of the parameter
estimation algorithm was chosen and the default convergence precision
equal 6. This means that the parameter estimation algorithm performed
max. 100 corrections of the estimated parameter value to minimize a
goodness of fit merit function while the coefficient of determination will
be estimated if for 5 consecutive iterations its value does not change on
the 6th decimal place. For each set of variables describing the phe-
nomenon of biofilm formation: time, inoculum density, multiple math-
ematical functions were tested. From the set of functions available in the
program, the best one was selected for presentation in the publication.
The selected function is a compromise between confidence in the model
and its statistical validity. The function parameter evaluations and the
quality of the statistical parameters (SE, MSE, R,2 DFAdj R%) were also
considered as criteria for model evaluation. The standard error of fits
(SE) is used to estimate the variability in the mean response value for a
specified set of predictor values. The predictive ability of the model was
assessed using, among other things, the F-value statistic and the mean
squared error (MSE) score, which determines the minimum value of the
sum of squared errors between empirical and fitted values divided by the
degrees of freedom. The coefficient of determination R? and the
Adjusted coefficient of determination AdjR,? taking into account the
number of degrees of freedom, were employed to elucidate the extent of

Table 2
Used non-linear function.
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variability in the analyzed variables. Models which explain 75 % or
more of the variation in the dependent variables were considered very
good. Models whose coefficients of determination were 65-75 % were
considered good, but with limited confidence in their application value,
while models explaining <65 % of the variation in the dependent var-
iables were not considered. The value of the Adjusted coefficient of
determination, tests the combined effectiveness of the independent
variables in explaining the variation in the dependent variable. Adj R?
takes values equal to or less than the coefficient of determination and
was chosen to assess the ‘propensity’ of the model to overestimate the
dependent variable. Additionally, a graphical 3D analysis was con-
ducted, comparing the observed and predicted OD values, to evaluate
the performance of the developed models.

3. Results
3.1. The strength of the bacterial biofilm formed

Each experimental setup took into account: time, temperature, and
inoculum density. Biofilm formation intensity was assessed using the
ODc value.

On the surface of PVC, biofilm formation by C. sakazakii at the tested
temperature (37 °C) for 3-9 h, in each variant of the inoculum density
was not detected (Table 3). Moderate biofilm formation was observed
after 12 h and weak after 24 h. The E. cloacae strain produced a weak
biofilm in 6 h of incubation (density M and H) and a moderate biofilm in
from 9 to 24 h of incubation (density M and H). In the case of S density
inoculum, a moderate biofilm was formed after 18 h. However, at the
36-h mark, biofilm production was observed in case E. cloacae (with a
weak biofilm at H density and a moderate biofilm at M density)
(Table 3).

A biofilm was observed on the SS surface at 4 °C after 36 and 48 h of
incubation (Table 4). During 36 h of incubation, C. sakazakii produced a
weak biofilm (inoculum density H), E. cloacae produced a weak biofilm
(density L), moderate (density M), and strong biofilm (density H). In 48
h of incubation, both tested bacteria produced a strong biofilm, except
for E. cloacae — moderate biofilm (density M). At 60 h incubation, a
moderate biofilm produced only C. sakazakii (density H) (Table 4).

On the surface of PP (Table 5), at 4 °C, biofilm was formed compa-
rable to the surface of stainless steel. The formation of bacterial struc-
tures was observed at 36 and 48 h of incubation. At 36 h of incubation,
E. cloacae produced a moderate biofilm, and C. sakazakii produced a
weak (density L and M) and moderate (density H) biofilm. After 48 h of
incubation, a strong biofilm was observed in each variant of the inoc-
ulum density, in the case of C. sakazakii while E. cloacae produced a

No Function name in TableCurve 3D Function equation
1 Extreme Value Single Width Function x-b x-b y- d y- d
7= aexp [—e;cp (——) -—+ 1] % €xp {—ewp (——) S 1}
c C c 4
2 Extreme Value Single Width w/Intercept Function X-c X-c y-d y-e
z =0+ bexp [7ea‘p (7—> - 1| xexp {*61‘}) (7—> - +1}
d d c d
3 Gaussian Additive Function x— b\ 2 y —e\2
z — aexp | —0.5 ( ) -+ dexp |:70.5 ( ) :|
c r
4 Log Normal w/Intercept Function - ( %) 2 . ( %) 2
z = a + bexp —0.5 T -+ T
5 Log Normal Single Width Function

e on [(22) ] [ (2]

z-prediction biofilm formation [dimensionless value], x -time [h], y — inoculum density [log cfu/ml], a, b, ¢, d, e, f — parameters to be estimated.
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Table 3
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Biofilm strength on PVC surface in different combinations of inoculum size and time at a constant temperature (37 °C).

Kind of bacteria Inoculum size

Time of incubation [h]

3 6 9 12 18 24 30 36
C. sakazakii ATCC 29544 L - - - ++ - + - —
M - - - + - - - -
H - - - ++ - + - -
E. cloacae L - - - + ++ ++ _ _
M - + ++ ++ ++ ++ - ++
H - + ++ ++ ++ ++ - +

(—) non-adherent; Weak biofilm (+); Moderate biofilm (++); Strong biofilm (+++).

L- Low, 10° CFU/ml, M- Medium, 10° CFU/ml, H- High,10” CFU/ml.

Table 4
Biofilm strength on SS surface in different combinations of inoculum size and
time at a constant temperature (4 °C).

Kind of bacteria Inoculum Time of incubation [h]
size
3 12 24 36 48 60 72
C. sakazakii ATCC L - - - - +++ = —
29544 M — - — — o+ _ _
H - - -+ +++ -
E. cloacae L - - - + i+ = —
M - - - ++ ++ - -
H e e T o S -

(—) non-adherent; Weak biofilm (+); Moderate biofilm (++); Strong biofilm
(+++)
L- Low, 10° CFU/ml, M- Medium, 10° CFU/ml, H- High,10” CFU/ml.

Table 5
Biofilm strength on PP surface in different combinations of inoculum size and
time at a constant temperature (4 °C).

Kind of bacteria Inoculum Time of incubation [h]

size 3 12 24 36 48 60 72

C. sakazakii ATCC L - - - + +++ - -

29544 M - -+ - -

H - e =

E. cloacae L - - - ++ + - —

- -+ - -

H - -+ - -

(—) non-adherent; Weak biofilm (+); Moderate biofilm (++); Strong biofilm
(+++)
L- Low, 10% CFU/ml, M- Medium, 10° CFU/ml, H- High,10” CFU/ml.

moderate (M and H density) and a weak (L density) biofilm (Table 5). In
the tests carried out on the PVC surface, a discontinuity of biofilm for-
mation was observed. In the case of E. cloacae (M and H inoculum
densities) biofilm formation was observed at 6-24 h, was not observed
after 30 h, but was re-identified after 36 h (M and H inoculum). A similar
phenomenon was observed on the same surface for C. sakazakii ATCC
29544. Biofilm formation was observed after 12 h and 24 h, but was not
observed after 18 h on the tested surface (Table 3). This finding may be
explained by the cyclical nature of biofilm formation. In the last stadium
of biofilm formation, the biofilm reaches maturity and can detach from
the surface and disperse. Dispersion refers to the dispersal of microor-
ganisms, which begin to re-organize into a stable structure (Rather et al.,
2021). Biofilm dispersion means the recurrent contamination of the
environment and an uncontrolled increase in microbial risk.

3.2. Mathematical models predicting biofilm formation

The response surface models for the two independent variables (time
and inoculum concentration) were developed based on the experimental
data. Table 6 provides the estimated parameters for the developed
models, which range from 4 to 6 parameters. For the models selected for

presentation, the number of iterations did not exceed 50 because the
algorithm had converged to the “true” parameters. Parameters estima-
tion was initialized most often by entering a value of 1.0 for the initial
estimation or a value that was saved when using a defined User-Defined
Function (UDF). Sometimes the tool Adjust was used and a parameter
was estimated by graphically adjust.

Half (n = 3) of the developed models have 4 parameters (a-d). In the
models comprising four and five parameters, most parameters estimates
were found to be statistically significant (p < 0.05). This significance is
further supported by the high values of the F statistic, respectively
59.4-32.2; 14.8; 9.41-7.23 in 4, 5 and 6 parameters in the model. If F is
significant, it means that the model describes the data better than the
mean value. A higher value of the F-statistic in case of models with fewer
parameters shows that better represent the data parametrically. Addi-
tionally, the independent variables of inoculum density and time were
found to have a significant impact on the dependent variable of biofilm
formation. However, in models with six parameters, parameters e and f
(in two cases) did not significantly (p < 0.05) influence the phenomenon
of biofilm formation. Noteworthy are the low asymptotic mean errors of
parameter estimation (standard error), which allow us to assume that
the parameters have been estimated precisely enough to be trusted. SE
were used to generate confidence intervals for the predictions. The MSE
was used for the characteristics and comparisons of the developed
models. The coefficient of determination (Rz) is used as a general
measure of the fit of the estimated model to the empirical data as well as
the independent variables' explanation of the variability of the depen-
dent variable. In reality, when estimating the parameters of a signifi-
cantly non-linear function due to parameters, parameter estimation
involves estimating the parameters of an approximation of this function
with a tangent at the point of true parameter values and locally in close
proximity to the point of tangency. Therefore, we can transfer the
quality measures of the linear model to an almost identical original
model, since locally the model and the linear approximation are almost
identical. TableCurve 3D's non-linear fitting engine is a 64-bit
Levenburg-Marquardt algorithm that uses the Gauss-Jordan procedure
for the matrix inverse required in each iteration. In non-linear fitting,
the parameters are iteratively adjusted to minimize a goodness of fit. If
the algorithm is fully successful, a true global minimum (the true least-
squares fit) is achieved. A precision of convergence of 6 was assumed.
This means that the R? coefficient of determination must be unchanging
in the sixth decimal place for five consecutive iterations to signal
convergence.

The horizontal plane in Figs. 1-6B means that the data lies exactly on
the regression plane (R? = 1) and the variability is 100 % explained;
when R? = 0, there is no correlation between the variables in the model,
and the regression does not explain anything. In the case when the
regression coefficient takes the value 0 < R? < 1, there is a relationship
between the variables.

The similar value of the coefficient of determination as a parameter
proving the quality of fit, in the case of medical PVC surfaces, was ob-
tained for the C. sakazakii and E. cloacae models with R? values of 0.756
and 0.723, respectively (Figs. 1 and 2). Low values of SE and MSE errors
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Fig. 1. A. Biofilm formation response surface model; B. Comparison between predicted and observed values OD biofilm formation by C. sakazakii ATCC 29544 on
PVC surface.
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Fig. 3. A. Biofilm formation response surface model; B. Comparison between predicted and observed values OD biofilm formation by C. sakazakii ATCC 29544 on
SS surface.

allow for a good assessment of the developed model. However, due to
the value of the DFAdjR? coefficient (0.688 and 0.625) revising the
combined explanation of the variability of the dependent variable by the
dependent variables, limited confidence should be placed in the esti-
mates based on the models developed for PVC surfaces. >30 % of the
variation in biofilm formation is not explained by the variables included
in the models. There is another factor or factors that determine biofilm

formation by the microorganisms under study.

In the case of stainless-steel surfaces, the fit of the developed models
was 0.869 and 0.707 for E. cloacae and C. sakazakii respectively (Figs. 3
and 4). As with the models obtained on PVC for the C. sakazakii, limited
confidence should be maintained also for SS surface model (DFAdj R? =
0.582). The highest value of the R? and DFAdjR? for the PP surface (R? =
0.912) was obtained for the model of C. sakazakii (Fig. 5). In the case of



M. Gemba et al.

International Journal of Food Microbiology 434 (2025) 111131

Residuals OD
Residuals OD

R

Residuals OD
Residuals OD

Fig. 5. A. Biofilm formation response surface model; B. Comparison between predicted and observed values OD biofilm formation by C. sakazakii ATCC 29544 on

PP surface.
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Fig. 6. A. Biofilm formation response surface model; B. Comparison between predicted and observed values OD biofilm formation by E. cloacae on PP surface.

the E. cloacae, the R? values was 0.850 (Figs. 6). The high DFAdj R?
values allow high confidence in the developed models.

4. Discussion

In the conducted research, the ability to produce biofilm by bacteria
on a PVC surface at a temperature of 37 °C was assessed. E. cloacae
produced a biofilm from the 6th hour of incubation. The study by Misra
et al. (2022) evaluated the biofilm production capacity of E. cloacae, on
enteral feeding tubes at 24, 48, 72, 96, and 120 h at 37 °C. Intense
biofilm production, the researchers observed, from 24 h of incubation
with an increasing trend up to 96 h. In our study, the samples were
incubated for up to 36 h and the formation of biofilm was observed at all
times, except for the 3rd and 30th hours of incubation. In the case of
C. sakazakii, a biofilm was observed only at 12 and 24 h of incubation.

Variations in biofilm growth and progression over time may be corre-
lated with the transition from the maturation phase to the dispersion
phase of the biofilm. Mechanism of biofilm formation is an explanation
for the fact that after prolonged observation, no biofilm was found while
one was previously present. The time of onset of dispersion is an
important factor from the point of view of food safety in assessing the
recurrent contamination of food and other surfaces and the recurrent
formation of biofilm (Misra et al., 2022). Out of the bacteria tested,
E. cloacae demonstrated the most rapid colonization of the enteral tube
surfaces, achieving colonization after 6 h. E. cloacae is one of the most
frequently isolated hospital pathogens. It causes opportunistic infections
and colonizes medical equipment forming a biofilm on them (Misra
et al., 2022).

The reason for selecting a temperature of 4 °C was its significance
within the context of the food cold chain. Refrigeration temperatures are
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critical in slowing down bacterial growth (Aung and Chang, 2014).
However, despite the slowdown in growth, the bacteria can still produce
a biofilm. In our study, examined bacteria strains did not exhibit any
growth at refrigeration temperature. However, a biofilm was produced
by all strains starting from 36 h on both tested surfaces. Determining the
exact optimal temperature conditions for biofilm development is chal-
lenging due to variability among strains. Interestingly, in certain strains,
decreasing the incubation temperature can inhibit bacterial growth
while promoting biofilm formation. This phenomenon may constitute a
significant health risk. Storing milk or milk substitute in a refrigerated
bottle may facilitate the formation of a biofilm on the material's surface.

In this study, response surface models were created to illustrate the
relationship between biofilm formation, time and inoculum density.
Response surface models are empirical models that describe the
response of microbial populations to, more than one environmental
factors. Matching mathematical relationships to the course of empirical
data is one of the criteria for evaluating the model (Rosiak et al., 2018).
The models were developed using non-linear functions from the family
of Gaussian, Extreme Value and Log Normal. Tango et al. (2018)
developed a predictive model of Staphylococcus aureus biofilm-
producing capacity depending on pH, water activity and ethanol con-
centration. The researchers used the cardinal values of environmental
factors (minimum, optimal, and maximum) to develop the models.
Cardinal parameter models were also used to develop the model by
Dimakopoulou-Papazoglou et al. (2016), who developed a model of
Salmonella enterica ser. Biofilm formation capacity Newport depending
on pH and water activity. Hu et al. (2022) developed logistic regression
models for the likelihood of adhesion and biofilm formation by Listeria
monocytogenes. Moraes et al. (2018) developed a model of adhesion
limits and biofilm formation by Salmonella enterica on the surface of
stainless steel, using a second-order logistic regression model.

The developed models were characterized by low SE and MSE errors.
The value of SE for the developed models did not exceed 0.094, and the
max. Value of MSE was 0.006. The developed models largely confirmed
the influence of the independent variables included in the experiment in
determining biofilm formation. Hence, response surface models can be
deemed a valuable tool for evaluating the impact of different factors on
the intricate process of biofilm formation. The risk of biofilm formation
is strongly influenced by both inoculum density and microbial stresso-
genic factors. The number of bacteria (inoculum density) can play a key
role as a factor in biofilm formation, directly influencing the level of
food cross-contamination.

Based on the values of the coefficient of determination, the mathe-
matical models developed in our study explain the phenomenon of
biofilm formation well (n = 2) and very well (n = 4) (Table 6). The best
and worst scores based on the criterion of the coefficient of determina-
tion were obtained by the models when describing biofilm formation on
the surface of SS and PP by C. sakazakii (Figs. 3 and 5).

Considering the reported risk of breast milk contamination and the
occurrence of infections in newborns caused by C. sakazakii, and
E. cloacae and the ability of these bacteria to produce a biofilm (Haston
et al., 2023; Lachowska et al., 2021; Akineden et al., 2017;McMullan
et al., 2018; Zeng et al., 2018; Chaves et al., 2018; Bowen et al., 2017;
Weems et al., 2015; Sundararajan et al., 2018; Jackson et al., 2015;
Gemba et al., 2022), the models derived from this research can serve as a
valuable tool for assessing the microbiological risks in human milk
banks, neonatal units, and neonatal intensive care units.

5. Conclusions

The obtained predictive models were characterized by low value of
SE and MSE errors and good (n = 2) and very good (n = 4) fit coefficients
to the empirical data, indicating that the independent variables inoc-
ulum density and time are responsible for biofilm formation. The
Extreme Value Single Width function was used more frequently than
other functions to explain the phenomenon of biofilm formation on the
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tested surfaces, which may indicate its potential use in the future to
describe the phenomenon and the need to interpret the parameters of
the function in the context of the mechanism of biofilm formation.

From the tested bacteria E. cloacae induced the highest risk of biofilm
formation on the surface.

the surface of PVC enteral tubes at 37 °C after 6 h. However, after
taking into account the Adjusted R-squared, which indicated a decrease
in predictive power, the developed model cannot be considered as good.
A similar situation applies to the case of biofilm formation by
C. sakazakii on the surface of stainless steel. These models have limited
applicability.

Nevertheless, the other models developed, showed satisfactory
parameter estimation and demonstrated a good fit to the data and can be
used to assess the risk of biofilm formation in environments such as
human milk banks, neonatal care units and neonatal intensive care units
and food processing plants. Examination of biofilm formation on PP
surfaces at 4 °C for the bacteria analyzed suggests that the maximum
safe storage time for milk is 24 h.

Supplementary data to this article can be found online at https://doi.
0rg/10.1016/j.ijfoodmicro.2025.111131.
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