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1. Dane osobowe

Imie i nazwisko: Anna Berthold-Pluta z d. Kazimierczak

Miejsce pracy: Szkota Gléwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie
Wydziat Nauk o Zywno$ci
Katedra Biotechnologii, Mikrobiologii i Oceny Zywno$ci
Zaktad Biotechnologii Mleka
ul. Nowoursynowska 159C
02-776 WARSZAWA

2. Posiadane dyplomy i stopnie naukowe z podaniem nazwy, miejsca i roku
ich uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej

03.07.1996 r. - stopien magistra inzyniera nauk rolniczych Szkota Gtéwna Gospodarstwa
Wiejskiego w Warszawie, Wydziat Technologii Zywno$ci, specjalizacja: technologia
mleka, praca magisterska pt. ,,Jakos¢ mikrobiologiczna seréw podpuszczkowych
dojrzewajqcych”, promotor: prof. dr hab. Irena Molska,

12.07.2002 r. - stopien doktora nauk rolniczych w zakresie technologii ZywnoSci
i zywienia cztowieka Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie,
Wydzial Technologii Zywnos$ci, praca doktorska pt. "Wystepowanie
i charakterystyka Bacillus cereus w mleku i sSrodowisku jego pozyskiwania”,

promotor: prof. dr hab. Irena Molska.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

Po ukonczeniu studiow od 01.10.1996 r. bylam zatrudniona poczatkowo jako asystent,
a nastepnie na stanowisku adiunkta (od 15.10.2002 r.) w Zaktadzie Technologii Mleka (obecnie
Biotechnologii Mleka) na Wydziale Nauk o Zywnosci Szkoty Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego
w Warszawie. Na tym stanowisku jestem zatrudniona aktualnie.

Przerwy w pracy:
urlop macierzynski: 29.09.2010 - 01.03.2011 r.
urlop wychowawczy: 01.03.2013 - 30.09.2013 r.
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4. Wskazanie osiggniecia stanowigcego podstawe postepowania
habilitacyjnego

4.1. Tytutl osiagniecia naukowego

Osiggnieciem naukowym wynikajgcym z art. 16 ust. 2 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.
z 2017 r. poz. 1789) jest cykl publikacji naukowych pt.:

Wystepowanie w Zzywnosci i charakterystyka bakterii z rodzaju Cronobacter

4.2. Publikacje wchodzace w skilad osiaggniecia stanowigcego podstawe ubiegania sie

o stopien doktora habilitowanego:

H1. Berthold-Pluta A., Pluta A, Stasiak-Rézanska L., Garbowska M. (2018): Members of the

Cronobacter genus - characteristics and prevalence in food. Zeszyty Problemowe Postepow
Nauk Rolniczych 594, 3-15; MNiSW201s = 13 pkt, [F2018 = 0,0
Indywidualny wktad: autor korespondencyjny, koncepcja przeglgdu pismiennictwa, wiodqca rola

w napisaniu manuskryptu i jego korekcie po recenzjach (75%).

H2. Stasiak-Rézanska L., Garbowska M., Berthold A., Molska 1., Ciepielewska-Janas J. (2010):
Jako$¢ mikrobiologiczna preparatéw do zZywienia niemowlat i matych dzieci ze szczeg6lnym

uwzglednieniem Enterobacteriaceae i E. sakazakii, Medycyna Weterynaryjna (66)9, 622-625;
MNiSW2010 = 9 pkt, [F2010 = 0,0

Indywidualny wktad: udziat w planowaniu doswiadczen, wykonanie czesci badan, uczestniczenie w napisaniu
manuskryptu i wykonaniu korekty artykutu, wynikajqcej z przedstawionych recenzji (55%).

H3. Garbowska M., Berthold-Pluta A., Stasiak-Rézanska L. (2015): Microbiological quality of
selected spices and herbs including the presence of Cronobacter spp., Food Microbiology 49,
1-5; MNiSWa2015 = 35 pkt, [F2015 = 3,682

Indywidualny wktad: koncepcja pracy, wiodqcy udziat w planowaniu doswiadczen, przeprowadzeniu badan,
sformutowaniu wnioskéw i wspétudziat w przygotowaniu manuskryptu (60%).

H4. Berthold-Pluta A., Garbowska M., Stefanska I., Pluta A. (2017): Microbiological quality of

selected ready-to-eat leaf vegetables, sprouts and non-pasteurized fresh fruit-vegetable

juices including the presence of Cronobacter spp. Food Microbiology 65, 221-230; MNiSW2017 =
35 pkt, [F2017 = 4,090

Indywidualny wktad: autor korespondencyjny, koncepcja pracy, zaplanowanie doswiadczen,
przeprowadzenie czesci badan, opracowanie wynikéw i sformutowanie wnioskéw, wiodqca rola w napisaniu
manuskryptu i jego korekcie po recenzjach (75%).
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H5. Berthold-Pluta A., Stasiak-Rézanska L. Pluta A, Garbowska M. (2018): Antibacterial
activities of plant-derived compounds and essential oils against Cronobacter strains.
European Food Research and Technology 245, 1137-1147 (doi: 10.1007/s00217-018-3218-
X); MNiSW2018 = 30 pkt, [F2018 = 1,919

Indywidualny wktad: autor korespondencyjny, koncepcja pracy, zaplanowanie doswiadczen,
przeprowadzenie badan, opracowanie wynikéw i sformutowanie wnioskéw, wiodqca rola w napisaniu
manuskryptu i jego korekcie po recenzjach (80%).

Sumaryczny IF prac stanowigcych podstawe ubiegania sie o stopien doktora habilitowanego
wynosi 9,691
Sumaryczna liczba punktow wedlug punktacji MNiSW prac stanowigcych podstawe

ubiegania sie o stopien doktora habilitowanego wynosi 122
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5. Syntetyczne omowienie publikacji wchodzacych w sklad osiagniecia

naukowego stanowigcego podstawe postepowania habilitacyjnego

Wstep

Bakterie z rodzaju Cronobacter sa ruchliwymi, wzglednie beztlenowymi, Gram-ujemnymi
pateczkami z rodziny Enterobacteriaceae [Forsythe i wsp. 2014]. Historia tego rodzaju jest
stosunkowo krétka, gdyz dopiero w 2007 r. organizmy wcze$niej klasyfikowane na podstawie
cech fenotypowych jako Enterobacter sakazakii (a jeszcze wcze$niej jako wytwarzajace zotty
pigment Enterobacter cloacae) zostaty przypisane do nowego rodzaju Cronobacter,
obejmujacego poczatkowo cztery, a rok pdzniej - juz pie¢ nastepujacych gatunkow: C. sakazakii,
C. malonaticus, C. turicensis, C. muytjensii i C. dublinensis [Iversen i wsp. 2006, 2007, 2008].
Badania Joseph i wsp. [2012] doprowadzity do wyré6znienia dwoch kolejnych gatunkéw
C. condimenti i C. universalis. Ze wzgledu na zmiany w systematyce omawianych drobnoustrojow,
na potrzeby analizy danych piSmiennictwa sprzed 2007/2008 r., przyjmuje sie, ze okreSlenie
"Enterobacter sakazakii" odpowiada "bakteriom z rodzaju Cronobacter".

Forsythe [2018] na podstawie znaczenia klinicznego podzielit rodzaj Cronobacter na trzy
grupy. Grupa 1 obejmuje gatunki C. sakazakii i C. malonaticus, ktére izoluje sie najcze$ciej
z przypadkow klinicznych zar6wno od niemowlat, jak i oséb starszych. Réwniez w grupie 2,
obejmujacej C. turicensis i C. universalis, sg izolaty o znaczeniu klinicznym, ale o wiele rzadziej
izolowane, natomiast na temat chorobotwdrczosci pozostatych trzech gatunkdéw - C. dublinensis,
C. muytjensii i C. condimenti niewiele jeszcze wiadomo.

Bakterie z rodzaju Cronobacter kojarzone sg gtdwnie z wywotywaniem powaznych
infekcji u noworodkéw i niemowlat (zapalenia opon modzgowo-rdzeniowych, bakteremii
i martwiczego zapalenia jelit), a szacunkowe wskazniki $miertelnosci w tej grupie siegaja nawet
80% [Nazarowec-White i Farber 1997, van Acker i wsp. 2001, Bowen i Braden 2006]. Og6lny
wskaznik infekcji wywotywanych przez bakterie z rodzaju Cronobacter wynosit w Stanach
Zjednoczonych w latach 2003-2009 - 0,66 przypadku/100 tys. oséb [Patrick i wsp. 2014].
Infekcje wystepuja réwniez u oséb starszych, u ktérych obejmujg posocznice, zapalenie ptuc,
zapalenie szpiku, infekcje ran i uktadu moczowego oraz ropnie $ledziony [Lai 2001, Healy i wsp.
2010]. Podwyzszone ryzyko wystgpienia zakazenia u dorostych dotyczy pacjentéw w trakcie
terapii antybiotykowej, z obnizong odpornoscig i oséb starszych przewlekle chorujacych [Lai
2001, Patrick i wsp. 2014]. Zrédta infekcji u dorostych sa nieznane, ale przypuszcza sie, ze moga
wynika¢ z czasowej zwiekszonej wrazliwosci na komensalne szczepy Cronobacter [Forsythe

2018].
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Niewiele wiadomo na temat Zrédet i drog zakazen innych niz w przypadku niemowlat,
czyli spozycia zanieczyszczonych preparatow w proszku (powdered infant formula - PIF) [Drudy
i wsp. 2006]. Jednak mikroorganizmy te izolowano takze z innych zZrodet, np. z gleby [Ueda
2017], od zwierzat (np. owadoéw) [Butler i wsp. 2010, Pava-Ripoll i wsp. 2012], ze Zrodet
klinicznych (np. ptynu mézgowo-rdzeniowego, krwi, plwocin, ran, moczu i drég oddechowych)
[Patrick i wsp. 2014], Srodowiska gospodarstwa domowego i zaktadow przemystu spozywczego
[Kandhai i wsp. 2004] oraz produktéow spozywczych pochodzenia zwierzecego i roslinnego
[Lehner i Stephan 2004, Shaker i wsp. 2007, Brandao i wsp. 2017, Aksu i wsp. 2018, Forsythe
2018, Santo i wsp. 2018].

W trzech kolejnych dokumentach FAO-WHO [2004, 2006, 2008], pos$wieconych
bezpieczenstwu mikrobiologicznemu preparatow w proszku do zywienia niemowlat (< 6
miesigca zycia) podzielono drobnoustroje patogenne zwigzane z tymi produktami na trzy grupy.
W grupie patogenéw niosgcych udowodnione w petni udokumentowane ryzyko (kategoria A)
znalazty sie, oprécz serowaréw Salmonella takze bakterie z rodzaju Cronobacter.
W dokumentach tych opisano réwniez procedury dotyczace sposobu przygotowania PIF
i sposoby utrzymania higieny sprzetéw stosowanych do karmienia noworodkéw. Nalezy
pamieta¢, ze po pierwsze PIF nie sg produktami jalowymi, a wiec sposéb przygotowania,
temperatura i czas przetrzymywania preparatOw po ich regeneracji powinien uniemozliwic
ewentualne namnazanie sie obecnych w nich drobnoustrojéw. Dlatego wtasnie zaleca sie, aby
temperatura PIF w czasie regeneracji byta nie nizsza niz 70°C i byly przechowywane
po uwodnieniu na tyle krotko, aby ograniczy¢ wzrost drobnoustrojéw ewentualnie w nich
obecnych [FAO-WHO 2004, 2006]. Po drugie, procedury powinny ograniczy¢ zanieczyszczenie
preparatow w czasie ich przygotowania. Z badan bowiem wynika, ze Cronobacter byty izolowane
ze sprzetu do podawania noworodkom pokarmu [Hurrell i wsp. 2009a]. Wiele przypadkéow
zakazen Cronobacter, do ktérych przyczynit sie brak stosowania odpowiednich praktyk
przygotowywania pokarmow dla noworodkow (np. niedotrzymywania odpowiednio wysokiej
temperatury wody do regeneracji PIF), stwierdzono w szpitalnych oddzialach intensywnej
opieki nad noworodkami [Caubilla-Barron i wsp. 2007]. W 2008 r. rowniez Codex Alimentarius
Commission (CAC) wprowadzita do zalecanych kryteriéw mikrobiologicznych dla PIF takze
wymagania badan trzydziestu 10-gramowych prébek z partii w kierunku obecnos$ci Cronobacter
spp. [CAC 2008].

Z badan nad mechanizmami wirulencji wynika, Ze bakterie z rodzaju Cronobacter majg
zdolno$¢ przywierania do ludzkich komorek jelitowych i ich uszkadzania, namnazania sie

w makrofagach i przenikania przez bariere krew-mozg [Townsend i wsp. 2007, Almajed
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i Forsythe 2016]. Wykazano, ze C. sakazakii infekuje btony $luzowe, nabtonek Zotadka i jelit
[Feeney i wsp. 2014a]. C. sakazakii wykorzystujg jako zrodto wegla kwas sialowy, co uwaza sie
za istotng ceche adaptacyjng tych drobnoustrojéw, gdyz kwas sialowy wystepuje w mleku
ludzkim (takze w PIF), mucynie i komoérkach nerwowych [Joseph i wsp. 2013].
Zsekwencjonowanie genomoéw wyizolowanych szczepéw Cronobacter ujawnito szereg
czynnikow wirulencji, takich jak adhezyny, systemy pomp efflux, mechanizm wychwytu zelaza
(geny eitCBAD i iucABD/iutA), hemolizyny typu III, flagelle i metaloproteazy. Do innych
potencjalnych czynnikéw chorobotwoérczosci drobnoustrojéow =zalicza sie aktywator
plazminogenu Cronobacter (cpa, proteaze blony zewnetrznej kodowang tylko u C. sakazakii i C.
universalis) oraz systemy sekrecji typu VI. W procesie przenikania komérek Cronobacter przez
bariere krew-mozg, a takze w czasie przylaczania sie do komoérek gospodarza istotng role
odgrywajg prawdopodobnie biatka btony zewnetrznej A (OmpA) i X (OmpX) [Singh i wsp. 2015,
Forsythe 2018].

Bakterie z rodzaju Cronobacter moga namnazac sie w szerokim zakresie temperatury, od
zaledwie okoto 5°C do nawet 44-47°C, a optymalna temperatura wzrostu wynosi 37-39°C. Czas
generacji w temperaturze pokojowej (21°C) wynosi, w zaleznoSci od szczepu, 40-94 minut
[Lenati i wsp. 2008].

Bakterie z rodzaju Cronobacter wykazuja szereg cech, ktére utatwiajg tym
drobnoustrojom przezycie w réznych produktach spozywczych oraz znaczng zdolno$¢ adaptacji
do zmiennych warunkéw, panujacych w czasie jej produkcji. Wsrod charakterystycznych
wtasciwosci tych drobnoustrojow wymienia sie przede wszystkim oporno$¢ na wysuszenie
Srodowiska (niska aktywno$¢ wody - aw). O wyjatkowosci pod tym wzgledem omawianych
drobnoustrojow $Swiadczy¢ moga wyniki otrzymane przez Edelson-Mammel i wsp. [2005],
ktorzy wykazali, ze C. sakazakii sa zdolne przetrwa¢ dwa lata w preparatach w proszku
do zywienia niemowlat. Sktadniki mleka zwiekszajg mozliwosci przetrwania Cronobacter spp.
w warunkach znacznie obnizonej aw [Hu i wsp. 2018]. Gurtler i Beuchat [2007] podaja, ze
podczas 12-miesiecznego przechowywania sztucznie zanieczyszczonych komorkami C. sakazakii
preparatow do zywienia niemowlat populacja tych patogendéw utrzymywata sie na wyzszym
poziomie w preparatach o aktywnosci wody aw = 0,26 i w temperaturze 4°C niz w PIF o aw = 0,44
i w temperaturze 21°C. Tak znaczna opornos$¢ na wysuszenie wynika najprawdopodobniej
z kumulowania w komorkach Cronobacter (zwtaszcza tych bedacych w fazie stacjonarnej)
trehalozy, ktora dziala jako czynnik ochronny [Feeney i wsp. 2014]. Przypuszcza sie, ze
mechanizm reakcji na stres osmotyczny moze polega¢ na zastgpieniu warstwy wody, ktéra

gromadzi sie wokdét biomolekul, przez trehaloze, ktéra utrzymuje nienaruszalnos$é

8
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trojwymiarowej struktury tych czasteczek (z ang. "the water replacement theory") [Feeney
i wsp. 2014a].

U bakterii z rodzaju Cronobacter zaobserwowano mechanizm opornosci krzyzowej,
polegajacej na zwiekszeniu opornosci na rézne czynniki stresu pod wplywem wczes$niejszego
narazenia na rdézne subletalne zakresy obrdbki cieplnej, obnizonego pH, obecnosci etanolu czy
srodkow dezynfekcyjnych. Wykazano, Ze stres cieplny komérek C. sakazakii zwieksza ich
opornos¢ na podwyzszong kwasowos$¢, warunki liofilizacji i suszenia rozpytowego [Hsiao i wsp.
2010] oraz $rodki dezynfekcyjne [Li i wsp. 2013]. Z kolei wstepna ekspozycja na niskie pH
powodowata zwiekszenie cieptoopornosci u C. sakazakii [Jang i Bang 2011, Kim i wsp. 2012].
Narazone wstepnie na etanol komorki C. sakazakii wykazywaly wieksza oporno$c
na zamrazanie (co ciekawe nie na obnizong temperature 4°C), obrébke cieplng w temperaturze
51°C i wysoka kwasowos$¢ (pH 3,3) [Huang i wsp. 2013].

Kolejng cechg, utatwiajacg bakteriom z rodzaju Cronobacter zasiedlanie $rodowiska
produkcyjnego, ale takze istotnym ich atrybutem zwigzanym z wirulencja, jest zdolnos$¢
tworzenia biofilmdéw, ktore stuzg jako ochrona przed czynnikami stresu srodowiskowego, ale
rowniez przed czynnikami odpowiedzi immunologicznej organizmu gospodarza [Hurrell i wsp.
2009a, Park i Kang, 2014]. W licznych badaniach [Iversen i wsp. 2004, Lehner i wsp. 2005, Singh
i wsp. 2016] wykazano zdolno$¢ C. sakazakii przylegania do powierzchni z materialow
stosowanych w przemys$le spozywczym do kontaktu z zZywnos$cig, takich jak silikon, lateks,
poliweglan, stal nierdzewna, szkto i polichlorek winylu, na co istotny wptyw moze miec
wytwarzanie przez ten gatunek zewngtrzkomoérkowych polisacharydéw (egzopolisacharydéw,
EPS) [Beuchat i wsp. 2009, Singh i wsp. 2016].

Iversen i Forsythe [2003] jako pierwsi postawili hipoteze, ze pierwotnym ekosystemem
bakterii z rodzaju Cronobacter sg rosliny. Jest ona oparta na kilku cechach tych drobnoustrojow:
wytwarzaniu  egzopolisacharydéw, wytwarzaniu zoéitego pigmentu (karotenoidow)
oraz opornosci na wysuszenie. Cechy te moga im umozliwi¢ zasiedlenie sSrodowiska roslinnego,
zapewniaja ochrone przed rodnikami tlenowymi generowanymi przez S$wiatto stoneczne
oraz okresami suszy.

Zastosowanie olejkéw eterycznych lub substancji pochodzenia roslinnego jako dodatkéw
do zywno$ci moze by¢ jednym z mozliwych sposobéw ograniczania rozwoju lub niszczenia
Cronobacter spp. w réznych produktach spozywczych. Zastosowanie naturalnych olejkéw
eterycznych wpisuje sie dobrze w trend ,czystej etykiety” i pozwala w pewnym stopniu
ograniczy¢ stosowanie dodatkow konserwujacych. Dane piSmiennictwa na temat wrazliwos$ci

bakterii z rodzaju Cronobacter na olejki eteryczne sa ograniczone jedynie do kilku prac,
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dotyczacych glownie bakterii z gatunku C. sakazakii. W nielicznych badaniach okreslono
hamujgce dziatanie kilku olejkow eterycznych oraz karwakrolu, tymolu, eugenolu i kwasu
cynamonowego/aldehydu trans-cynamonowego przeciwko C. sakazakii i C. malonaticus [Lee i Jin
2008, Amalaradjou i wsp. 2009, Frarnkova i wsp. 2014, Al-Nabulsi i wsp. 2015]. Wiedza na temat
potencjalnej wrazliwos$ci innych gatunkéw z rodzaju Cronobacter na olejki eteryczne i substancje

czynne pochodzenia roslinnego jest nadal bardzo skapa.

5.1. Cel i zakres badan

Nadrzednym celem badan i analizy piSmiennictwa, opisanych w cyklu publikacji
stanowiacych osiagniecie naukowe zgodnie z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr
65, poz. 595 ze zm. Dz. U. z 2011 r. nr 204, poz. 1200), bylo okreslenie wystepowania
w zywnosci, scharakteryzowanie pod wzgledem antybiotykoopornosci oraz wrazliwosci
na olejki eteryczne i substancje aktywne wchodzace w sklad olejkow eterycznych bakterii
z rodzaju Cronobacter.

Analiza danych literatury dotyczacych wystepowania bakterii z rodzaju Cronobacter w:
- zywnosci pochodzenia zwierzecego (preparatach do zywienia niemowlat, mleku w proszku,
mleku spozywczym pasteryzowanym, serach roéznego typu, jajkach oraz miesie i produktach
miesnych),
- zywnosci pochodzenia roslinnego (réznych produktach zbozowych, makaronach, ziotach
i przyprawach, satatach, nasionach i orzechach, warzywach i owocach, kietkach),
- szerokiej gamie produktow gotowych do spozycia,
postuzyta mi do przygotowania artykutu przegladowego: H1. Berthold-Pluta A., Pluta A., Stasiak-
Rézanska L. Garbowska M. (2018): Members of the Cronobacter genus - characteristics and
prevalence in food. Zeszyty Problemowe Postepow Nauk Rolniczych 594, 3-15, ktéry wchodzi
w sktad cyklu publikacji stanowigcych podstawe postepowania o nadanie tytutu doktora

habilitowanego.

Zakres badawczy cyklu publikacji, stanowigcych podstawe postepowania o nadanie tytutu
doktora habilitowanego, obejmowat dwa etapy:
Etap 1. dotyczyt okreS$lenia czestotliwo$ci wystepowania bakterii z rodzaju Cronobacter
w zywnoS$ci pochodzenia zwierzecego na przyktadzie produktéw przeznaczonych do zywienia
niemowlat i matych dzieci oraz ZywnoSci pochodzenia roslinnego, a w tym w produktach
o niskiej aktywnos$ci wody (ziota i przyprawy) oraz produktach niskoprzetworzonych typu

ready-to-eat (sataty, kietki oraz niepasteryzowane soki owocowe i owocowo-warzywne).
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Dodatkowym celem byto okreslenie podstawowych cech fenotypowych, potencjatu
genetycznego oraz antybiotykoopornosci wyizolowanych szczepdw Cronobacter spp. Wyniki
badan przeprowadzonych w ramach etapu 1. opublikowalam w nastepujacych trzech
manuskryptach:

H2. Stasiak-Rézanska L. Garbowska M., Berthold A., Molska 1., Ciepielewska-Janas J. (2010):
Jako$¢ mikrobiologiczna preparatéw do zywienia niemowlat i matych dzieci ze szczegdlnym
uwzglednieniem Enterobacteriaceae i E. sakazakii, Medycyna Weterynaryjna (66)9, 622-625,

H3. Garbowska M., Berthold-Pluta A., Stasiak-Rézanska L. (2015): Microbiological quality of
selected spices and herbs including the presence of Cronobacter spp. Food Microbiology 49, 1-5,
H4. Berthold-Pluta A., Garbowska M., Stefanska I., Pluta A. (2017): Microbiological quality of
selected ready-to-eat leaf vegetables, sprouts and non-pasteurized fresh fruit-vegetable juices

including the presence of Cronobacter spp. Food Microbiology 65, 221-230.

Etap 2. obejmowat okreS$lenie aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej 18 wybranych olejkéw
eterycznych wobec 21 szczepow z 5 gatunkéw bakterii z rodzaju Cronobacter, a takze okre$lenie
wrazliwo$ci pieciu szczepow z gatunkéw C. sakazakii, C. malonaticus, C. muytjensii, C. turicensis
oraz C. condimenti na substancje aktywne wchodzgce w sktad olejkow eterycznych: tymol,
aldehyd cynamonowy, eugenol i mentol, bedacych odpowiednio gtéwnymi sktadnikami olejku
tymiankowego, cynamonowego, gozdzikowego oraz olejku z miety pieprzowej. Materiatem
badawczym w tym etapie byly szczepy wyizolowane z rynkowych produktéow (satat i kietkow)
w ramach doswiadczen Etapu 1., przedstawionych w publikacji H4. Wyniki otrzymane w Etapie
2. oméwitam w publikacji H5. Berthold-Pluta A., Stasiak-Rézanska L., Pluta A., Garbowska M.
(2018): Antibacterial activities of plant-derived compounds and essential oils against
Cronobacter strains. European Food Research and Technology 245, 1137-1147 (doi:
10.1007/s00217-018-3218-x), ktora wchodzi w skiad cyklu publikacji stanowigcych podstawe

niniejszego postepowania habilitacyjnego.

5.2. Wystepowanie i charakterystyka bakterii z rodzaju Cronobacter w ZywnoSci
pochodzenia zwierzecego i roslinnego

Pierwsze dane o zanieczyszczeniu PIF bakteriami z rodzaju Cronobacter (wtedy jako
Enterobacter sakazakii) pochodza z publikacji Muytjens i wsp. [1988], w ktorej wykazano
obecno$¢ Enterobacteriaceae w 52,2% probek PIF pochodzacych z kilkudziesieciu krajow,
z czego 14% prébek zawierato E. sakazakii (w 2013 r. szczepy wyizolowane i zakwalifikowane
przez Muytjens i wsp. jako E. sakazakii poddano analizie sekwencji DNA i zidentyfikowano jako

C. sakazakii, C. malonaticus i C. muytjensii [Sonbol i wsp. 2013]). W latach 90-tych XX w.
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i na poczatku XXI w., na fali odnotowywanych przypadkéw zakazen u noworodkéw, a takze
niepokojacych wynikéw badan wstepnych Muytjens i wsp. [1988], ukazato sie wiele publikacji
monitorujacych wystepowanie Cronobacter spp. w zywno$ci dla niemowlat i matych dzieci oraz
w mleku w proszku [Iversen i Forsythe 2004, Chap i wsp. 2009, Jaradat i wsp. 2009, Kandhai i
wsp. 2010]. Ze wzgledu na brak danych z tego zakresu w piSmiennictwie krajowym, wraz ze
wspotpracownikami podjetySmy sie badan, ktérych celem bylo okresSlenie wystepowania
bakterii z rodziny Enterobacteriaceae oraz z gatunku Enterobacter sakazakii (aktualnie z rodzaju
Cronobacter) w prébkach handlowych preparatéw do zywienia niemowlat w wieku od 0 do 4.
miesigca zycia, preparatéw przeznaczonych dla niemowlat od 4. do 12. miesigca zycia i
produktach dla dzieci w wieku od 9-12 miesigca do 3 Ilat (publikacja H2).
W badanych prébkach oznaczono ogélng liczbe drobnoustrojéw (OLD), obecnos$¢ bakterii
z rodziny Enterobacteriaceae (wedtug PN-ISO 21528-2:2005) oraz obecno$¢ Enterobacter
sakazakii (wedtug PKN-ISO/TS 22964 [2008]).

Stwierdzono, ze w zZadnej z przebadanych prébek preparatéw dla dzieci najmtodszych
w wieku do 12. miesigca zycia, OLD nie przekroczyta 3 log jtk/g, natomiast w 11% prébek
produktoéw przeznaczonych dla dzieci w wieku do 3 lat siegneta 4-5 log jtk/g. Obecno$¢ bakterii
z rodziny Enterobacteriaceae w 10 g produktu wykazano tylko w 4 prébkach (6,7%), z czego
w trzech probkach przeznaczonych dla dzieci najstarszych i jednej - dla niemowlat od 4. do 12.
miesigca zycia. W wybranych 30 proébkach preparatéw wykonano oznaczenia obecnosci
E. sakazakii (obecnie Cronobacter spp.). Po wstepnych etapach namnazania, w przypadku dwéch
probek odnotowano wzrost nietypowych zielonych kolonii na pozywce chromogennej, ktére
jednak w temperaturze 25°C na agarze tryptonowo-sojowym nie wytwarzaty zéttego pigmentu,
a na koncowym etapie - zostaly wykluczone na podstawie identyfikacji przy zastosowaniu
testow API 20E. Na podstawie otrzymanych wynikéw wnioskowano, ze w przebadanych
produktach bakterie z gatunku E. sakazakii nie wystepowaty. Na podstawie p6zniejszych danych
piSmiennictwa wykazujacych, ze okoto 25% izolatow Cronobacter nie wytwarza zoitego
pigmentu w warunkach przewidzianych przez pierwsza wersje normy ISO z 2007 r. oraz
ze wzgledu na to, Ze niektore szczepy Cronobacter nie rosng w temperaturze 44°C [Iversen
i Forsythe 2007], w zaktualizowanej metodyce oznaczania Cronobacter spp., tj. normie [SO
22964:2017, te cechy identyfikacyjne zostaty usuniete, gdyz mogltyby prowadzi¢ do btednego
odrzucania z dalszych etapdw identyfikacji izolatow Cronobacter spp. co skutkowatoby
uzyskiwaniem fatszywie zanizonych wynikow.

Kolejnym, podjetym przeze mnie, kierunkiem badawczym, ktéry wynikat z interpretacji

wynikéw otrzymanych w publikacji H2 oraz analizy danych piSmiennictwa (publikacja H1)
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byto okreSlenie wystepowania Cronobacter spp. w ziotach i przyprawach, czyli produktach
pochodzenia roslinnego (publikacja H3). Moje zainteresowanie skierowatam na tego rodzaju
produkty, gdyz z danych literatury wynika, Ze bakterie z rodziny Enterobacteriaceae, obok
bakterii przetrwalnikujacych (gtéwnie z rodzaju Bacillus) oraz plesni, stanowig najliczniejsza
mikroflore przypraw i zi6t [Garcia i wsp. 2001, Banerjee i Sarkar 2004, Witkowska i wsp. 2011].
Jednoczes$nie, ziota i przyprawy sg istotnym Zrodtem zanieczyszczenia mikrobiologicznego wielu
produktéow i potraw gotowych [Banerjee i Sarkar 2003]. W latach 1973-2010 w Stanach
Zjednoczonych, Kanadzie, Wielkiej Brytanii, Francji, Niemczech, Danii i Norwegii spozycie
pokarmoéw, do ktérych dodano zanieczyszczone przyprawy i ziota, spowodowato tgcznie 1946
przypadkow zatru¢ pokarmowych, w tym dwa przypadki Smiertelne [Van Doren i wsp. 2013].

Materiatym badawczym w publikacji H3 byto 60 prébek handlowych przypraw i zi6t
z trzech grup: 1. ziota (liscie laurowe (Laurus nobilis), tymianek (Thymus vulgaris), oregano
(Origanum vulgare), estragon (Artemisia dracunculus), bazylia (Ocimum basilicum), majeranek
(Origanum majorana), koper (Anethum graveolens), liScie pietruszki (Petroselinum crispum),
lubczyk (Levisticum officinale) i rozmaryn (Rosmarinus officinalis); 2. mieszanki przyprawowe
(ziota prowansalskie, mieszanka zi6t i przypraw do kiszenia ogérkéw, mieszanka ziét i przypraw
do miesa i ryb) oraz 3. nasiona i owoce przyprawowe (ziele angielskie (Pimenta dioica), kolendra
(Coriandrum sativum) i czarny pieprz (Piper nigrum). W prébkach oznaczono OLD i obecno$¢
bakterii z rodzaju Cronobacter, stosujac metodyke PKN-ISO/TS 22964 [2008].

Na podstawie charakterystycznego wzrostu Cronobacter spp. na pozywce chromogennej
wyizolowano kolonie drobnoustrojéw podejrzanych o przynalezno$¢ do badanej grupy z 16
probek produktow, po kolejnym etapie na podstawie wytwarzania z6ttego pigmentu na pozywce
TSA i badaniach biochemicznych (testy API 20E) do rodzaju Cronobacter zakwalifikowano tylko
14 izolatow. Potwierdza¢ to moze, Ze wspotwystepowanie innych bakterii z rodziny
Enterobacteriaceae w materiale badawczym zmniejsza selektywnos$¢ pozywek chromogennych
wobec Cronobacter spp., co podkres$laja inni autorzy [Lehner i wsp. 2006, Iversen i Forsythe
2007]. Procent identyfikacji izolatow Cronobater spp. uzyskanych w moich badaniach wahat sie
od 98,4 do 99,9%, a jedyna zaobserowowang roznicg w ich profilu biochemicznym byta zdolno$¢
fermentacji inozytolu. Podsumowujac, w oparciu o przeprowadzone testy biochemiczne,
obecno$¢ bakterii z rodzaju Cronobacter stwierdzono w 10 prébkach produktéw (16,7%), w tym
w 9 prébkach zio6t (bazylii, estragonu, liSciach pietruszki), co stanowito 23,7% proébek z grupy 1.
oraz w jednej prdébce zi6t prowansalskich (6,3% produktéw tego typu). Wsréd innych
uzyskanych izolatow byly bakterie z gatunku Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae oraz

nieokre$lone gatunkowo bakterie z rodzaju Pantoea i Erwinia. Stosujac te sama metodyke
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w badaniach prébek srodowiskowych i produktéow spozywczych, Drudy i wsp. [2006a] izolujac,
Cronobacter spp. stwierdzili obecno$¢ Pantoea agglomerans i Escherichia, Iversen i Forsythe
[2007] - E. cloacae i Pantoea spp., oraz Kandhai i wsp. [2004a] - Klebsiella spp., Erwinia spp.,
E. cloacae i P. agglomerans, podobnie jak w moich badaniach.

Z danych piSmiennictwa przeanalizowanych w publikacji H1, wynika, Ze roS$linne
produkty suszone, do ktorych naleza przyprawy i ziota charakteryzuja sie duza czestotliwos$cia
wystepowania bakterii z rodzaju Cronobacter w zakresie od okoto 3 do 52% [Restiano i wsp.
2006, Iversen i Forsythe 2007, Baumgartner i wsp. 2009, Jaradat i wsp. 2009, Kandhai i wsp.
2010, Sospedra i wsp. 2010, Turcovsky i wsp. 2011, Hochel i wsp. 2012, Li i wsp. 2014, Ogihara i
wsp. 2014, Singh i wsp. 2015a, Brandao i wsp. 2017]. Wsréd gatunkéw wyizolowanych z
przypraw (pieprzu czarnego, imbiru i kminku) przez Turcovsky i wsp. [2011] byly izolaty C.
sakazakii (52% probek) oraz, w o wiele mniejszym odsetku prébek, C. malonaticus (4,8%
prébek) i C. muytjensii (4,8% prébek). Ogihara i wsp. [2014] obecno$¢ bakterii Cronobacter spp.
stwierdzili w 19,0% probek przypraw i 47,0 % probek ziét, a wsréd wyizolowanych szczepow
byty C. sakazakii, C. muytjensii, C. turicensis i C. dublinensis. Bakterie z rodzaju Cronobacter
izolowane byty takze z probek herbat [Mackiw i wsp. 2011, Turcovsky i wsp. 2011] oraz suszy
przeznaczonych do przyrzadzania naparéw, np. dla dzieci [Stojanovic¢ i wsp. 2011].

Poniewaz w Unii Europejskiej nie obowigzujg zadne regulacje prawne, dotyczace jakosci
mikrobiologicznej przypraw i zi6t, to w handlu miedzynarodowym tymi produktami stosuje sie
zwykle kryteria ujete przez ICMSF (International Commission on Microbiological Specifications
for Foods, ICMSF [2005]), wedtug ktorych akceptowalny poziom OLD wynosi < 4 log jtk/g,
poziom 4 - 6 log jtk/g oznacza jako$¢ dopuszczalng, a poziom > 6 log jtk/g - nieakceptowalna.
Stosujac te wymagania, wiekszoS$¢ przeanalizowanych probek przypraw i zi6t charakteryzowato
sie dobra jakoScia mikrobiologiczng, w 60,0% probek OLD nie przekraczata 4 log jtk/g
i jednoczes$nie w zadnej prdbce nie stwierdzono zanieczyszczenia przekraczajgcego poziom 6 log
jtk/g. Najsilniejsze zanieczyszczenie (4 - 6 log jtk/g) stwierdzono w probkach zi6t (estragonu,
bazylii) i mieszanek przypraw, a najmniejsze - w probkach kolendry, czarnego pieprzu i ziela
angielskiego (< 4 log jtk/g). Nalezy podkresli¢, ze ogdlna liczba drobnoustrojow jest jedynie
bardzo ogdélnym wskaznikiem jakos$ci mikrobiologicznej badanych produktéw i nie istniejg
zadne wymagania prawne, odnoszace sie do tego wskaznika. Przytaczane i proponowane przez
ekspertow lub instytucje zajmujace sie bezpieczenstwem i jakoscig produktéw spozywczych
zalecenia, moga mie¢ znaczenie np. w wymianie handlowe;j.

Kolejnym krokiem w etapie 1. byto okreSlenie wystepowania bakterii z gatunkow

Cronobacter w produktach roslinnych, takich jak kietki, sataty i niepasteryzowane soki owocowe
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i owocowo-warzywne. Moim celem bylo takze zidentyfikowanie genetyczne izolatow
na podstawie sekwencjonowania 16S rDNA, analizy PCR-RFLP oraz analizy RAPD-PCR i na tej
podstawie przypisanie ich do okreslonego gatunku z rodzaju Cronobacter. Dodatkowo, okreslono
takze wrazliwo$¢ wyizolowanych szczepdw Cronobacter spp. na wybrane antybiotyki
(publikacja H4).

Wszystkie produkty, bedace materiatem badawczym, nalezaty do grupy produktéow RTE,
czyli ready-to-eat, a wiec takich, ktérych nie trzeba poddawac zadnej obrébce przed spozyciem.
Byto to 60 prébek produktéw z trzech grup: 1. warzywa lisciaste i ich mieszanki (tzw. sataty), 2.
kietki oraz 3. niepasteryzowane soki owocowe i owocowo-warzywne. Wszystkie sataty i kietki
oznakowane byty przez producentéw jako "umyte - gotowe do spozycia". W prébkach badanych
produktéw oznaczytam OLD [PN-EN ISO 4833-1:2013-12] oraz obecno$¢ Cronobacter spp.
wedtug PKN-ISO/TS 22964 [2008].

Produkty roslinne typu RTE mogg zosta¢ zanieczyszczone na kazdym etapie ich
pozyskiwania i przetwarzania, a do potencjalnych Zrédet zanieczyszczenia mikrobiologicznego
tych produktéw zaliczy¢ mozna glebe, wode, odchody, zwierzeta (np. owady i ptaki) i ludzi,
urzadzenia stosowane w rolnictwie oraz zakladach przemystu spozywczego, a takze
wykorzystywane $rodki transportu [Johannessen i wsp. 2002, Berger i wsp. 2010]. W UE
w latach 2009 - 2014 procentowy udziat zatru¢ pokarmowych wywotanych spozyciem
zanieczyszczonych warzyw i sokow owocowych wzrést z 2,1 do 7,1% [EFSA 2011, 2015].
Z licznych danych piSmiennictwa [Abadias i wsp. 2008, Berger i wsp. 2010, Koseki i wsp. 2011,
Seow i wsp. 2012] jednoznacznie wynika, ze Swieze produkty pochodzenia roslinnego moga
zawierac¢ drobnoustroje patogenne, np. Escherichia coli, Listeria monocytogenes i Salmonella.

Ogdlna liczba drobnoustrojow w przebadanych salatach i mieszankach satat byta
w zakresie od 5,6 do 7,6 log jtk/g i byl to poziom podobny do danych piSmiennictwa
z roznych krajow [Abadias i wsp. 2008, Valentin-Bon i wsp. 2008, Althaus i wsp. 2012, Seow
i wsp. 2012, Jeddi i wsp. 2014, Gomez-Govea i wsp. 2012], natomiast wyzszy w porownaniu
do wynikow badan z krajow, w ktorych dozwolone jest stosowanie roztwordw zwigzkoéw chloru
do utrwalania Swiezych warzyw [Bohaychuk i wsp. 2009, Koseki i wsp. 2011]. Jak podaje
Ragaert i wsp. [2007], og6lna liczba drobnoustrojéw na poziomie 7 - 8 log jtk/g w minimalnie
przetworzonych warzywach powoduje widoczne obnizZenie jakosSci tych produktéw. W moich
badaniach taki poziom OLD stwierdzitam w 40% probek satat, chociaz jednoczesnie nie
zaobserwowatam wizualnie ich zadnych wad. OLD w prébkach kietkéw wahata sie od 6,7 do 8,4
log jtk/g, a w wiekszosci probek (60%) byta w zakresie 7 - 8 log jtk/g. Na tak znaczne

zanieczyszczenie tego typu produktéw wskazujg dane literatury [Abadias i wsp. 2008, Althaus i
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wsp. 2012, Jeddi i wsp. 2014]. Warunki produkcji kietkow, a zwtaszcza warunki etapu
kietkowania, czyli wzglednie wysoka temperatura, znaczna wilgotno$¢ oraz dostepnos¢
sktadnikéw odzywczych, sprzyjaja rozwojowi bakterii [Ragaert i wsp. 2007, Abadias i wsp.
2008, Jeddi i wsp. 2014]. Przyktadowo, zwiekszenie OLD w czasie 5-dniowego kietkowania
nasion brokutu siegato 2 - 3 rzedéw wielko$ci [Martinez-Villaluenga i wsp. 2008]. Warto takze
podkresli¢, Zze proces produkcji kietkow nie obejmuje Zadnego etapu usuwania drobnoustrojéw,
w tym takze patogennych, czy chociazby zmniejszania ich liczebnosci. Dlatego niezmiernie
istotne, w przypadku tych produktéw, jest stosowanie przez producentéw odpowiednich
praktyk produkcyjnych i higienicznych, w celu ograniczenia mozliwo$ci zanieczyszczenia
mikrobiologicznego produktu. Ostatnig grupa produktéw, ktérych jako$¢ mikrobiologiczng
opisatam w publikacji H4, byly soki niepasteryzowane, ktére podobnie jak Kkietki, sa
produktami, w procesie produkcji ktérych nie ma etapu utrwalenia, a rozwéj obecnej w nich
mikroflory jedynie ogranicza sie poprzez chtodnicze przechowywanie. W wiekszosci probek
niepasteryzowanych sokéw (60%) OLD byta w zakresie od >3 do 4 log jtk/g, ale w 20% - siegata
wartosci >7 - 8 log jtk/g, co znajduje potwierdzenie w piSmiennictwie z tego zakresu zar6wno
odnoszacym sie do sokéw otrzymywanych przemystowo, jak i pochodzacych z handlu ulicznego
[Rashed i wsp. 2013, Agwa i wsp. 2014, Igbal i wsp. 2015, Simforian i wsp. 2015].

W przebadanych przeze mnie probkach satat, kietkéw oraz niepasteryzowanych sokéw
owocowych i owocowo-warzywnych (publikacja H4), na podstawie charakterystycznego
wzrostu na pozywce chromogennej i wytwarzania zéitego pigmentu na agarze TSA, obecnos$¢
przypuszczalnych Cronobacter spp. stwierdzitam w 21 produktach i kolejnemu etapowi
identyfikacji (test API 20E) poddatam 32 izolaty. Procent identyfikacji na podstawie testow
biochemicznych wynosit od 97,8 do 99,9%. R6znice w profilu biochemicznym izolatéw dotyczyty
zdolno$ci fermentacji sorbitolu i inozytolu oraz syntezy indolu (odmiennie niz szczepy
wyizolowane z ziét i przypraw - publikacja H3). Wykonana nastepnie analiza przy uzyciu
BLASTn sekwencji 16S rDNA, ktorej poddano 21 izolatéw (po jednym z kazdej probki) wykazata
wysoka homologie (>99%) do rodzaju Cronobacter (potwierdzita prawidtowos¢ identyfikacji)
wszystkich izolatow. Na podstawie analizy filogenetycznej danych sekwencji (Fig. 1 w publikacji
4) stwierdzitam, ze 14 z 21 izolatbw wykazuje podobienistwo do szczepdw referencyjnych
C. sakazakii NCTC 8155 i C. malonaticus LMG 23826 i ich zidentyfikowanie na poziomie
gatunkowym na podstawie analizy sekwencji gen6w 16S rDNA nie jest mozliwe. Cztery izolaty
(s16, s34, s50 i s51) zidentyfikowano jako C. muytjensii, dwa kolejne izolaty (Iv53 i lv54) - jako

C. turicensis i jeden jako C. condimenti (szczep s37).
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Do odro6znienia 14 szczepow C. sakazakii/C. malonaticus, niedajacych sie zakwalifikowac¢
do gatunku na podstawie analizy sekwencji gen6w 16S rDNA, wykorzystano metode PCR-RFLP
z zastosowaniem pojedynczego enzymu restrykcyjnego HinP1I (GYCGC) i uzyskano 4 rdzne
grupy RFLP. Do grupy A i gatunku C. sakazakii zaklasyfikowano pie¢ szczepow: s12, s14, lv25,
Iv27 i 1v28; do grupy B - dwa szczepy: s41 i s42 o wzorze RFLP podobnym do szczepu
referencyjnego C. sakazakii NTCT 8155, przy czym zamiast fragmentu o wielko$ci 186 pz
zaobserwowano fragment o wielkoSci 158 pz (sekwencjonowanie genu rpoB obu szczepow
wykazato mutacje A = G w pozycji 159, liczac od poczatku sekwencji analizowanego fragmentu,
co spowodowato powstanie dodatkowego miejsca rozpoznania dla endonukleazy restrykcyjnej
HinP11 i w efekcie podzielenie fragmentu 186 pz na dwa fragmenty o wielko$ci 158 i 28 pz, przy
czym ten mniejszy byl niewykrywalny w elektroforezie w zelu agarozowym); do grupy C
i gatunku C. sakazakii - zaliczono sze$¢ szczepow: s21, s22, s44, s45, s47 i s48, natomiast
do grupy D i gatunku C. malonaticus zakwalifikowano szczep lv31.

Nastepnie, wszystkie izolaty Cronobacter spp. poddatam zréznicowaniu genetycznemu
metoda RAPD-PCR z wykorzystaniem trzech réznych 10-nukleotydowych starteréow, z ktorych
dwa, UBC282 i UBC245, stosowano wczeSniej w badaniach nad tymi drobnoustrojami
[Nazarowec-White i Farber 1999, Kim i wsp. 2008, 2011]. W RAPD-PCR z uzyciem startera
UBC282 wyro6znitam 11 wzoré6w RAPD, z uzyciem startera RP - 12 wzorow, a z uzyciem startera
UBC245 - 15 ro6znych wzorow RAPD. Na tej podstawie, w obrebie badanych szczepéw
wyréznitam 13 genotypoéw (I-XIII). Izolaty zidentyfikowane jako C. condimenti i C. malonaticus
miaty unikatowy wzér RAPD. W obrebie izolatéw C. muytjensii kazdy izolat miat inny wzor
RAPD, a wiec inny genotyp. W przypadku izolatow C. turicensis i wiekszosci izolatow C. sakazakii
zaobserwowatam identyczne wzory RAPD lub wzory réznigce sie co najwyzej jednym
fragmentem. Tak niewielkie zmiany, a takze podobne Zrddto izolacji (probki réoznych produktow,
ale pochodzacych od tego samego producenta) moga sugerowac pochodzenie klonalne izolatow.

Podsumowujgc, na podstawie fenotypu oraz analizy genotypowej wyizolowanych
szczepOw, obecno$¢ Cronobacter spp. potwierdzitam w 35% badanych prébek, w tym 30%
probek satat (rukoli, roszponki, endywii i mieszankach satat) i 75% probek kietkéw (lucerny,
brokuta, soczewicy, rzodkiewki, stonecznika, pora i mieszanki kietkéw) i sa to dane znajdujace
potwierdzenie w literaturze. Z analizy danych piSmiennictwa [Baumgartner i wsp. 2009, Kim
i wsp. 2011, Althaus i wsp. 2012, Hochel i wsp. 2012, Vojkovska i wsp. 2016] (publikacja H1),
wynika, ze bakterie z rodzaju Cronobacter spp. stanowig mikroflore warzyw i innych produktéw
ros$linnych, np. kietkéw. Z badan przeprowadzonych w Czechach, odsetek prébek réznych

warzyw, w ktorych stwierdzono obecnos$¢ Cronobacter spp. wynosit od okoto 1 do 13%, warzyw
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mrozonych - okoto 33%, a kietkow - 40% [Vojkovska i wsp. 2016]. W innych krajach, odsetek
probek warzyw, w ktérych wykazano obecno$¢ bakterii z rodzaju Cronobacter wahat sie
od okoto 4 do 42% [Jung i Park 2006, Turcovsky i wsp. 2011, Lee i wsp. 2012, Singh i wsp.
2015a]. Kim i wsp. [2011] obecnos$¢ Cronobacter spp. stwierdzili az w 70% probek warzyw
korzennych i tylko w okoto 5% prébek gleby z farmy, z ktorej pochodzity. W moich badaniach
wiekszo$¢ wyizolowanych szczepow (61,9%, 13 szczepdéw), nalezata do gatunku C. sakazakii,
a pozostate szczepy to C. muytjensii (19,0%, 4 szczepy), C. turicensis (9,5%, 2 szczepy)
oraz pojedyncze szczepy C. malonaticus i C. condimenti. Taka przewaga wystepowania gatunku
C. sakazakii stwierdzona byta tez w badaniach Lehner [2010], Miller i wsp. [2013] i Xu i wsp.
[2015].

Z badan dotyczacych wrazliwosci izolatéw Cronobacter na wybrane antybiotyki,
przeprowadzonych standardowg metoda krazkowag na agarze Mueller-Hinton wedtug CLSI
[2015] wynika, ze wszystkie badane izolaty z gatunku C. sakazakii, C. muytjensii, C. turicensis
i C. malonaticus byty wrazliwe na ampicyline, cefepim, chloramfenikol, gentamycyne,
streptomycyne, tetracykline, ciprofloksacyne i kotrimoksazol. Jedynie szczep C. condimenti s37
wykazywatl $rednig oporno$¢ wobec streptomycyny i kotrimoksazolu. Osiem wyizolowanych
szczepow byto $rednio wrazliwych na cefotaxim. Zaden ze szczep6éw nie okazal sie oporny
na ktorykolwiek z badanych antybiotykéw. Podobng wrazliwo$¢ szczepéw Cronobacter spp.,
wyizolowanych z preparatéw do zywienia niemowlat, wykazat Terragno i wsp. [2009] i Xu i wsp.
[2015]. Bakterie z rodzaju Cronobacter sg wrazliwe na antybiotyki z grup: tetracyklin,
aminoglikozydéw, B-laktamow, chinolonéw i chloramfenikol [Lee i wsp. 2012], a infekcje
wywotane przez te patogeny leczy sie, stosujac tgcznie ampicyline i gentamycyne lub ampicyline
i chloramfenikol [Lai 2001]. W literaturze s3 jednak informacje o opornosSci Cronobacter
na ampicyline [Li i wsp. 2014] i chloramfenikol [Lee i wsp. 2012]. Antybiotykoopornos¢
niektorych szczepéw Cronobacter spp. ttumaczy sie syntezg (-laktamaz i posiadaniem wielu
operonOw opornosci na antybiotyki [Girlich i wsp. 2001].

Poniewaz w trakcie badan przedstawionych w publikacji H4 wyizolowatam szczep

C. condimenti s37, ktory jest drugim na Swiecie wyizolowanym szczepem z tego gatunku

(pierwszy szczep C. condimenti LMG26250T wyizolowali i opisali Joseph i wsp. 2012),
po nawigzaniu wspoétpracy z prof. Stephenem Forsythe'm oraz dr Pauline Ogrodzki ze School of
Science and Technology, Nottingham Trent University w Wielkiej Brytanii, zdecydowatam
o koniecznosci pelniejszej analizy genomu tych drobnoustrojéw. Analiza MLST (z ang. multi-
locus sequence typing) i sekwencjonowanie catego genomu jest najlepsza i zalecana metoda

genetyczng charakteryzowania szczepoéw z rodzaju Cronobacter [Forsythe i wsp. 2014].
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Uzyskany genom szczepu Cronobacter condimenti s37, wyizolowanego z kietkdw rzodkiewki,
zostal zdeponowany w DDBJ/ENA/GenBank pod numerem RQE001000001-RQE001000043,
BioProject: PRINA506216 oraz w bazie dedykowanej dla Cronobacter PubMLST po numerem ID
1896. Genom szczepu C. condimenti s37 zostal adnotowany z zastosowaniem serwera Rapid
Annotations using Subsystems Technology (RAST) [Aziz i wsp. 2008]. Sktadanie i adnotacja
genomu wykazata genom o wielkosci 4 590 991 pz, zawierajacy 4476 sekwencji kodujacych, 86
RNAs i zawartosci G+C na poziomie 55,7%. Wykryte sekwencje kodujace obejmowaty geny
opornosci na metale ciezkie (kobalt, cynk i kadm), homeostazy miedzi i potasu, reakcji na stres
osmotyczny i oksydacyjny, geny powigzane z odpowiedzig na fagi oraz opornos$ci na antybiotyk
fosfomycyne (gen fos). Obecno$¢ genu opornosci na fosfomycyne wsrod izolatow C. sakazakii
stwierdzili takze Jang i wsp. [2018].

Wsrdd genow determinujacych kodowanie czynnikéw wirulencji zidentyfikowatam gen
hemolizyny III, wykazany takze w genomie szczepdw z réznych gatunkéw z rodzaju Cronobacter
przez Joseph i wsp. [2012a]. Z kolei nie zidentyfikowatam sekwencji kodujacej geny
wykorzystania kwasu sialowego, co wigze sie z wirulencja u C. sakazakii [Joseph i wsp. 2012a].
W genomie szczepu C. condimenti s37 zidentyfikowatam geny ompA, ompC, ompL i ompW,
kodujace biatka porynowe. Biatka porynowe (poryny) u bakterii Gram(-) zaangaZowane s3
w interakcje z komoérkami i uktadem odpornosciowym gospodarza, dlatego uwaza sie je
za czynniki wirulencji [Kedziora i wsp. 2016]. Przypuszcza sie, Ze biatka btony zewnetrznej
Sciany komorkowej ompA i ompX odgrywaja role przy penetrowaniu bariery krew-moézg przez
C. sakazakii [Kim i wsp. 2010, Forsythe i wsp. 2014]. W genomie szczepu s37 zidentyfikowatam
rowniez geny kodujace dwukomponentowy system regulacyjny kodowany przez geny envZ
i ompR, prawdopodobnie zaangazowany w regulacje ekspresji genow kodujacych poryny.

W genomie szczepu s37 stwierdzitam takze obecno$¢ gendw systemu sekrecyjnego typu
VI (T6SS). System ten wigzany jest z cytotoksycznoScia, inwazja do komdrek gospodarza
i umozliwianiem wzrostu patogenéw w makrofagach [Joseph i wsp. 2012a, Zhou i wsp. 2012].
Geny kodujace identyczne systemy sekrecji stwierdzili u Cronobacter spp. Kucerova i wsp.
[2010] oraz Joseph i wsp. [2012a].

Poniewaz Zelazo jest dla bakterii istotnym czynnikiem wzrostu, posiadaja one rézne
mechanizmy jego pozyskiwania ze Srodowiska, m.in. wydzielajg poza komorke siderofory, czyli
zwigzki chelatujace Zelazo (np. enterobaktyne). W genomie szczepu s37 zidentyfikowatam geny
kodujace enterobaktyne (entABCDFS) oraz dodatkowo siderofory innego typu (fhuABCDE).
Podobne wyniki dla wiekszos$ci przebadanych szczepéw Cronobacter otrzymali Joseph i wsp.

[2012a].
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W genomie C. condimenti s37 wykrytam réwniez geny, wskazujace na zdolno$¢ rozktadu
ksylozy (xylA), podobnie jak Jang i wsp. [2018], Chase i wsp. [2017], u szczepéw C. sakazakii
oraz Joseph i wsp. [2012a] u C. condimenti LMG26250T. Moze to potwierdza¢ hipoteze, ze
naturalng niszg dla bakterii z rodzaju Cronobacter jest Srodowisko roslinne, jak zaktadali Schmid
i wsp. [2009].

Jednym z mechanizmdéw opornosci wielolekowej u bakterii jest system usuwania lekow
z komorki (tzw. pompy efflux). U szczepu s37 stwierdzitam obecno$¢ operonu acrAB, kodujacego
biatka odpowiedzialne za tego typu system [Chase i wsp. 2017, Jang i wsp. 2018]. Geny
wchodzace w skiad operonu acrAB w genomie szczepdw C. sakazakii, wyizolowanych
z roslinnych produktéw spozywczych, wykazali takze Jang i wsp. [2018] oraz Chase i wsp.
[2017] - u szczepu C. sakazakii GP1999 wyizolowanego z systemu korzeniowego pomidora
ZwWyczajnego.

Zdolno$¢ tworzenia biofilméw na powierzchniach abiotycznych, a takze zwiekszong
oporno$¢ na czynniki zewnetrzne (ciepto, wysuszenie, pH) wigze sie u bakterii z rodzaju
Cronobacter, podobnie jak u wielu innych bakterii, z wytwarzaniem egzopolisacharydoéw (EPS)
[Berthold-Pluta 2007 (IID13), Beuchat i wsp. 2009, Singh i wsp. 2015]. Jednym ze sktadnikow
EPS u Cronobacter spp. jest kwas kolonowy [Singh i wsp. 2015], za ktérego biosynteze
odpowiedzialne sg geny operonu wca, ktérego obecnos$¢ zidentyfikowatam w genomie szczepu

C. condimenti s37.

Dane piSmiennictwa przedstawione w publikacji H1 odnosnie obecnos$ci Cronobacter
spp. w produktach roslinnych o niskiej zawarto$ci wody sa nieliczne. Freire i Offord [2002]
stwierdzili obecnos$¢ bakterii Cronobacter spp. w orzechach nerkowca i brazylijskich, z kolei
Turcovsky i wsp. [2011] - w orzechach laskowych i arachidowych. Hochel i wsp. [2012] obecnos¢
tych bakterii stwierdzili w 41,2% probek nasion. Suszone owoce i orzechy, wedtug FAO/WHO
(Food and Agriculture Organization of the United Nations and the World Health Organization),
zaliczane sg do kategorii zywnoSci o niskiej zawartosci wody (z ang. low moisture foods, LMF),
czyli takiej, ktora naturalnie lub dzieki zastosowaniu suszenia lub odwadniania charakteryzuje
sie niskg aktywno$cig wody (aw), w wyniku czego jest trwata [FAO/WHO 2014]. Tymczasem, jak
opisatlam w publikacji H1, najnizsza aw, przy ktérej bakterie z rodzaju Cronobacter wykazywaty
przezywalno$¢ wynosita 0,25 [Barron i Forsythe 2007, Beuchat i wsp. 2009]. Dlatego
postanowitam okres$li¢ wystepowanie bakterii z rodzaju Cronobacter w orzechach, nasionach,
suszonych lub kandyzowanych owocach oraz mieszankach orzechéw, nasion i suszonych

owocow ("mieszanki"). Publikacja przygotowana na podstawie wynikow tych badan jest
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na etapie recenzji w czasopi$mie Journal of Food Safety. W 64 probkach tych produktow
okreslitam obecno$¢ bakterii z rodzaju Cronobacter spp., stosujac podobng metodyke, jak
w publikacji H4. Na podstawie tworzenia charakterystycznie zabarwionych kolonii na pozywce
chromogennej i Zoitego pigmentu na agarze tryptonowo-sojowym do etapu testow
biochemicznych (API 20E) zaklasyfikowano 12 izolatéw pochodzacych z 12 prébek orzechow
i mieszanek. Wszystkie izolaty, na podstawie wynikow testu API 20E, uznano wstepnie
za Cronobacter spp. (procent identyfikowalnoSci w zalezno$ci od izolatu wynosit od 98,0
do 99,9%). Przeciwnie do wynikéw przedstawionych w publikacjach H3 i H4, wszystkie izolaty
pochodzace z orzech6éw i mieszanek mialy podobny profil biochemiczny pod wzgledem
fermentacji inozytolu oraz braku zdolnosci syntezy indolu. Jedyna réznica dotyczyta
dekarboksylacji ornityny. Na podstawie identyfikacji gatunkowej szczepéw z wykorzystaniem
metody PCR-RFLP polegajacej na trawieniu dwoma enzymami restrykcyjnymi (HinP1l i Csp6l)
zamplifikowanego fragmentu genu rpoB o wielko$ci 659-pz, trzy izolaty zidentyfikowano jako
gatunek C. sakazakii, cztery izolaty - jako C. turicensis a pie¢ - jako C. malonaticus.
Do wewnatrzgatunkowego réznicowania badanych izolatéw uzyto RAPD-PCR z trzema réznymi
starterami (UBC245, UBC2820 i RP). W obrebie 12 szczepéw wyizolowanych z orzechéw
i mieszanek byto mniejsze zréznicowanie genetyczne (szczepy nalezaty do 6 odmiennych profili)
niz w przypadku 21 szczepéw wyizolowanych z satat i kietkow, wsrdd ktérych wykazano 13
odmiennych profili genetycznych (publikacja H4). Podsumowujac, obecno$¢ bakterii C. sakazakii,
stwierdzitam w 10,0% prébek orzechéw (orzechy brazylijskie) i 12,5% mieszanek, C. turicensis -
w 20,0% prébek orzechéw (orzechy laskowe i migdaty) i C. malonaticus - w 20,0% orzechow
(orzechy laskowe, nerkowca, macadamia i pini) oraz 12,5% mieszanek. Otrzymane przeze mnie
wyniki odnosnie braku obecnos$ci Cronobacter spp. w nasionach sg odmienne od danych
opublikowanych przez Hochel i wsp. [2012], ktérzy z nasion wyizolowali C. sakazakii,

C. turicensis i C. malonaticus.

5.3. Wrazliwos¢ bakterii z rodzaju Cronobacter na olejki eteryczne i substancje
pochodzenia roslinnego

Historia zastosowania naturalnych czynnikéw przeciwdrobnoustrojowych,
pozyskiwanych z rdéznych czesci ro$lin, np. olejkéw eterycznych (EO) w celu utrwalenia
zywnosci, ale takze nadania jej pozadanych cech sensorycznych, siega tysiecy lat wstecz. Olejki
eteryczne jako dodatki do zywnoS$ci moga speinia¢ funkcje substancji konserwujacych lub tylko
wzmacnia¢ dziatanie zastosowanych konserwantéw, dzieki czemu stosowane dawki tych

ostatnich mogg by¢ mniejsze. Poziom dodatku EO do ZywnoSci, poza osiggnieciem zamierzonego

21



Anna Berthold-Pluta Zatqcznik 3a

celu technologicznego, jest limitowany zmianami sensorycznymi, ktore sg zwigzane z ich
obecnoscig w produkcie [Jayasena i Cheorun 2013, Ribeiro-Santos i wsp. 2017].

Aktywnos$¢ przeciwbakteryjna réznych olejkdw eterycznych oraz czystych substancji
wchodzacych w ich sktad, wobec patogendw: Listeria monocytogenes, Salmonella Typhimurium,
Escherichia coli 0157:H7, Bacillus cereus i Staphylococcus aureus byta tematem wielu publikacji
[Fisher i Phillips 2006, Tajkarimi i wsp. 2010, Mattson i wsp. 2011, Ojeda-Sana i wsp. 2013,
Thippeswamy i wsp. 2013, Kim i Rhee 2016]. Wiedza na ten temat w odniesieniu do bakterii z
rodzaju Cronobacter jest ograniczona jedynie do kilku prac badawczych, dotyczacych gtéwnie
C. sakazakii [Lee i Jin 2008, Amalaradjou i wsp. 2009, Frankova i wsp. 2014, Al-Nabulsi i wsp.
2015]. Wiedza na temat ewentualnej wrazliwosci innych gatunkéw Cronobacter spp. na olejki
eteryczne i substancje aktywne pochodzenia roslinnego jest jeszcze bardziej uboga.

Ogolnie, EO wykazuja silniejsze dziatanie hamujace wobec bakterii Gram(+) niz bakterii
Gram(-), co ttumaczy sie tym, Ze budowa $ciany komoérkowej bakterii Gram(-), ztozonej
z lipopolisacharydéw, stanowi bariere dla hydrofobowych sktadnikéw EO [Burt 2004].

W 2. etapie badan podjelam sie okreslenia aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej
wybranych osiemnastu ros$linnych EO wobec szczepéw 2z pieciu gatunkéw bakterii
z rodzaju Cronobacter (13 szczepoéw C. sakazakii, 4 szczepy C. muytjensii, 2 szczepy C. turicensis, 1
szczep C. condimenti i 1 szczep C. malonaticus), a takze okreslenie wrazliwoSci pieciu wybranych
szczepoéw z roznych gatunkéw Cronobacter na substancje aktywne wchodzace w skiad EO:
tymolu, aldehydu cynamonowego, eugenolu i mentolu, bedace gtéwnymi skitadnikami
odpowiednio olejku tymiankowego, cynamonowego, gozdzikowego oraz olejku z miety
pieprzowej (publikacja H5). Wszystkie badane szczepy wyizolowatam w trakcie badan, ktére
przedstawitam w publikacji H4. W badaniach wykorzystatam nastepujace olejki eteryczne:
tymiankowy (Thymus vulgaris), cynamonowy (Cinnamomum aromaticum), gozdzikowy
(Syzygium aromaticum), miety pieprzowej (Mentha piperita), majerankowy (Origanum
marjorana), kminkowy (Carum carvi), rozmarynowy (Rosmarinus officinalis), kopru wtoskiego
(Foeniculum vulgare), bazyliowy (Ocimum basilicum), limetkowy (Citrus aurantifolia),
bergamotkowy (Citrus aurantium subsp. bergamia), pomaranczowy (Citrus sinensis), cytrynowy
(Citrus limon), grapefruitowy (Citrus paradisi), mandarynkowy (Citrus reticulate var.
madurensis), kardamonowy (Elettaria cardamomum), anyzkowy (Pimpinella anisum) i imbirowy
(Zingiber officinale). Do oceny wrazliwosci szczepow na EO zastosowatam metode krazkowa (10
pL/krazek bibutowy o S$rednicy 6 mm) opisang przez Rusenova i Parvanov [2009],
wprowadzajgc nieznaczne zmiany. Ocene wrazliwo$ci wybranych pieciu szczepow (C. sakazakii

lv27, C. malonaticus lv31, C. muytjensii s50, C. turicensis Iv53 i C. condimenti s37) wobec tymolu,
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aldehydu cynamonowego, eugenolu i mentolu przeprowadzitam, stosujac nieznacznie zmieniong
metodyke wedtug Oussalah i wsp. [2007], wyznaczajgc MIC (stezenie badanej substancji
aktywnej, przy ktorym nie byl widoczny wzrost badanego szczepu) oraz MTC (maksymalne
stezenie tolerowane - stezenie badanej substancji aktywnej, przy ktérym liczba kolonii szczepu
nie réznita sie jeszcze istotnie od liczby kolonii wyrostych na ptytce z pozywka bez dodatku
badanej substancji aktywnej).

Najwieksze strefy zahamowania wzrostu szczepdw bakterii z rodzaju Cronobacter spp.
zaobserwowatam w przypadku olejku tymiankowego (od 15,8 do 31,8 mm). Olejek ten okazat
sie silnie hamujacy (strefa zahamowania wzrostu > 20 mm) dla 13 szczepéw, a najbardziej
wrazliwe okazaty sie szczepy Cronobacter muytjensii. Bardziej oporne na dzialanie olejku
tymiankowego bylty szczepy z gatunkéw C. turicensis, C. malonaticus i C. condimenti (strefa
zahamowania wzrostu wynosita S$rednio okoto 17 mm). Strefy zahamowania wzrostu
Enterobacter cloacae i E. coli pod wplywem olejku tymiankowego, wynoszgce 22 mm, stwierdzili
Sokovi¢ i wsp. [2010]. Do gtéwnych sktadnikéw olejku tymiankowego, o ktérych dziataniu
wiadomo tez najwiecej, sa tymol i karwakrol [Sokovi¢ i wsp. 2010, Santurio i wsp. 2014].
Mechanizm dziatania kazdego z tych zwigzkéw polega na rozrywaniu btony cytoplazmatycznej
komoérki, co zwieksza jej przepuszczalno$¢ i wptywa negatywnie na jej potencjat [Xu i wsp.
2008]. Badane szczepy wykazywaty tolerancje na tymol w zakresie stezen od 0,013 do 0,025%
(MTC), natomiast MIC tymolu dla wszystkich szczepéw wynosito 0,05%. Lee i Jin [2008]
wykazali hamujace dziatanie tymolu wobec szczepéw Cronobacter spp. (MIC 0,019%). Podobna
aktywnos$¢ inhibitujaca tymolu w stosunku do C. sakazakii oraz C. malonaticus odnotowali
Frankova i wsp. [2014] (MIC 0,02%). W literaturze dostepne sa podobne wyniki badan,
potwierdzajgce przeciwdrobnoustrojowg aktywnos$¢ tymolu wobec innych gatunkoéw bakterii
z rodziny Enterobacteriaceae [Olasupo i wsp. 2003, Pei i wsp. 2009].

Znaczng wrazliwo$¢ na olejek cynamonowy stwierdzitam tylko u trzech szczepow:
C. muytjensii s51, C. sakazakii s41 i C. turicensis lv54, a wobec wszystkich pozostatych szczepow
olejek ten wykazywal umiarkowang aktywnos$¢ (strefy zahamowania < 20 - 12 mm). Silne
wtasciwosci hamujgce olejku cynamonowego wobec C. sakazakii stwierdzili Al-Nabulsi i wsp.
[2015]. Dane piSmiennictwa, dotyczace aktywnoSci tego olejku wobec innych patogenéw, np.
L. monocytogenes, réwniez potwierdzaja jego silne witasciwosci przeciwdrobnoustrojowe
[Oussalah i wsp. 2007, Rusenova i Parvanov 2009]. Gtdéwnym sktadnikiem olejku cynamonowego
jest m.in. aldehyd trans-cynamonowy w przypadku, ktérego stwierdzitam poréwnywalng
z tymolem aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa. Wartos¢ MTC i MIC dla aldehydu trans-
cynamonowego wynosita od odpowiednio 0,025 i 0,05% (szczepy C. sakazakii 1v27,
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C. malonaticus 1v31 i C. muytjensii s50) do odpowiednio 0,05 i 0,1% (szczepy C. turicensis lv53
i C. condimenti s37). Otrzymany zakres jest nieco wyzszy od stezen hamujgcych wzrost bakterii
C. malonaticus oraz C. sakazakii, ktére wyznaczyli Frankova i wsp. [2014] (MIC 0,025 i 0,03%,
odpowiednio). Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa aldehydu cynamonowego (lub trans-
cynamonowego) byta czestym obiektem badan, a zakresy MIC wynosity od 0,015 do 0,04%,
w zalezno$ci od gatunku bakterii [Rusenova i Parvanov 2009, Hill i wsp. 2013, Ye i wsp. 2013].

Mechanizm przeciwdrobnoustrojowego dziatania aldehydu trans-cynamonowego polega
miedzy innymi na ograniczeniu FiFo-ATPazy, co hamuje synteze ATP miedzy innymi
u C. sakazakii. Kompleks F1Fo-ATPazy jest pompg translokujgca protony, ktéra moze usuwac je
z cytoplazmy i wspomagac regulacje pH cytoplazmy [Amalaradjou i Venkitanarayanan 2011b].
Do innych mechanizméw dziatania aldehydu trans-cynamonowego zaliczy¢ mozna uszkadzanie
btony komoérkowej i zmiany jej profilu lipidowego [Vasconcelos i wsp. 2018], hamowanie
procesOw zachodzacych w czasie podziatu komérki [Domadia i wsp. 2007], zmniejszanie
ekspresji geno6w poryn btonowych (OmpA, OmpC i OmpR) i innych czynnikéw, bioracych udziat
w transporcie aktywnym przez blone komoérkowa [Amalaradjou i Venkitanarayanan 2011a,
2011b]. Aldehyd cynamonowy zmniejsza oporno$¢ C. sakazakii na stres osmotyczny
i wysuszenie oraz ogranicza ruchliwo$s¢ i zdolno$¢ tworzenia biofilmu [Amalaradjou
i Venkitanarayanan 2011a, 2011b].

Olejek gozdzikowy okazat sie nieskuteczny (strefa zahamowania wzrostu < 12 mm)
do zahamowania wzrostu 9 sposréd 21 badanych szczepéw. Srednica stref zahamowania
wzrostu u pozostatych szczepoéw wahata sie od okoto 12 do 17 mm, przy czym Srednie strefy
zahamowania wzrostu szczepow C. sakazakii, C. condimenti, C. muytjensii i C. malonaticus
wynosilty okoto 12 mm, natomiast szczepow C. turicensis - 16 mm. Dane dotyczace wlasciwosci
przeciwdrobnoustrojowych olejku gozdzikowego wobec Cronobacter spp. sa ograniczone
jedynie do informacji o MIC olejku gozdzikowego dla C. sakazakii i C. malonaticus, ktory wynosit
0,05% [Frankova i wsp. 2014]. Jak podaje Singh i wsp. [2016] ekstrakt gozdzikowy hamowat
tworzenie biofilméw przez C. sakazakii. Podstawowym skiadnikiem olejku gozdzikowego jest
eugenol [Hu i wsp. 2018], ktorego aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa polega na rozrywaniu
btony cytoplazmatycznej komoérki, co zwieksza jej niespecyficzng przepuszczalno$¢ i prowadzi
do wycieku jonéw i utraty sktadnikow komoérkowych, co ostatecznie konczy sie Smiercia
komorki [Devi i wsp. 2010]. Dane dotyczace aktywno$ci eugenolu wobec réznych patogenéw sa
liczne [Olasupo i wsp. 2003, Filgueiras i Vanetti 2006, Pei i wsp. 2009, Hill i wsp. 2013]. W moich
badaniach szczepy Cronobacter tolerowaty obecno$¢ eugenolu na poziomie od 0,05 do 0,1%

(MTC), a najmniejsza wrazliwoscig charakteryzowat sie szczep C. condimenti s37. Warto$ci MIC
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dla eugenolu mieScity sie w przedziale od 0,1 do 0,2%, podobnie jak w badaniach Lee i Jin [2008]
oraz Frankova i wsp. [2014].

Zaden z przebadanych przeze mnie szczepéw Cronobacter nie byt wrazliwy na olejek
z miety pieprzowej. Na umiarkowane wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe olejku z miety
pieprzowej wskazujg dane piSmiennictwa zar6wno w odniesieniu do bakterii Gram(+), np.
L. monocytogenes, B. licheniformis, S. aureus, jak i Gram(-), np. E. coli i Pseudomonas spp. [Eteghad
i wsp. 2009, Rusenova i Parvanov 2009, Sokovi¢ i wsp. 2010, Jeyakumar i wsp. 2011, Tyagi
i Malik 2011]. Na podstawie obrazowania za pomocg skaningowego mikroskopu elektronowego
stwierdzono znaczace zmiany morfologiczne komdrek (skurczenie, zdeformowanie i pekanie)
w wyniku dziatania olejku z miety pieprzowej na B. subtilis [Tyagi i Malik 2011]. Jednym
z gtownych sktadnikéw olejku eterycznego z Mentha piperita jest mentol, a wsréd pozostatych
sg: iso-menton, limonen, B-pinen, octan mentylu, iso-mentanol i mentofuran [Sokovi¢ i wsp.
2010, Tyagi i Malik 2011]. W moich badaniach mentol charakteryzowat sie najstabszym
dziatlaniem przeciwdrobnoustrojowym wobec szczepéw Cronobacter w pordéwnaniu
do pozostatych trzech przebadanych przeze mnie czystych sktadnikéw EO. MIC mentolu
dla czterech sposréd badanych szczepéw wynosito 0,8%, a tylko szczep C. turicensis 1v53
wykazal wiekszg wrazliwos¢ (MIC = 0,4%). Z kolei, warto$¢ maksymalnego stezenia mentolu
tolerowanego przez badane szczepy miescita sie w przedziale od 0,2 do 0,4% (MTC). Nie
znaleziono w pi$miennictwie wynikow badan z zakresu przeciwdrobnoustrojowych wtasciwosci
mentolu oraz olejku z miety pieprzowej wobec Cronobacter spp. Nieco mniejsze wartosci MIC dla
mentolu niz otrzymane przeze mnie podali Trombetta i wsp. [2005] dla E. coli (MIC = 0,25%)
i jeszcze nizsze, ale dla olejku z miety pieprzowej (MIC = 0,1%) - Tyagi i Malik [2011].

Zdecydowana wiekszo$¢ badanych szczepow wykazywata umiarkowang wrazliwos¢
na olejek majerankowy ($rednice zahamowania wzrostu wynosilty okoto 12-18 mm), tylko oba
badane szczepy C. turicensis - lv53 i lv54 okazaty sie bardziej wrazliwe (strefy zahamowania 18-
22 mm). Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowg olejku majerankowego wykazano wobec bakterii
Gram(-) (E. coli), jak i Gram(+) (B. cereus, B. licheniformis, S. aureus, L. monocytogenes, E. faecalis)
[Rusenova i Parvanov 2009, Tserennadmid i wsp. 2010].

Umiarkowang wrazliwos$cig na olejek kminkowy wykazaty sie tylko cztery szczepy (C.
sakazakii s44, C. sakazakii s22, C. sakazakii Iv27 i C. malonaticus lv31), a pozostate szczepy byty
niewrazliwe na olejek kminkowy. Dziatanie przeciwbakteryjne olejku eterycznego z Carum carvi
przypisuje sie obecnosci w nim zwigzkdw polifenolowych [Thippeswamy i wsp. 2013]. Frankova
i wsp. [2014] wykazali umiarkowane dziatanie przeciwbakteryjne gtéwnych sktadnikéw olejku

kminkowego tj. y-terpinenu i p-cymenu, przeciwko C. sakazakii i C. malonaticus.
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Wszystkie badane szczepy z rodzaju Cronobacter byty niewrazliwe (strefa zahamowania
wzrostu < 12 mm) na olejki: rozmarynowy, bazyliowy, kardamonowy, anyzowy i imbirowy oraz
wszystkie olejki z roslin cytrusowych (limetkowy, bergamotkowy, pomaranczowy, cytrynowy,
grapefruitowy i mandarynkowy). Dane piSmiennictwa z zakresu aktywnoSci
przeciwdrobnoustrojowej tych EO lub ich sktadnikéw wobec bakterii z rodzaju Cronobacter sa
skape. Al-Nabulsi i wsp. [2015] wykazali brak aktywnoSci olejku anyZowego i rozmarynowego
przeciwko szczepom C. sakazakii. Frankova i wsp. [2014] wyznaczyli MIC dla substancji
wchodzacych w sktad réznych olejkéw cytrusowych wobec C. sakazakii i C. malonaticus:
limonenu na poziomie 0,3% i a- i B-pinenu - > 0,5%. Z kolei Shi i wsp. [2016] wykazali, Ze inny

sktadnik olejkéw cytrusowych - cytral, hamowat wzrost C. sakazakii.

5.4. Podsumowanie najwazniejszych wynikéw bedacych przedmiotem osiggniecia
naukowego

W ramach mojego gtéwnego osiaggniecia naukowego wykazatam, Ze bakterie z rodzaju
Cronobacter nie wystepowaly w rynkowych preparatach do zywienia niemowlat oraz matych
dzieci, cho¢ w 6,7% probek tych produktéw stwierdzono obecnos$¢ bakterii z rodziny
Enterobacteriaceae. W badaniach dotyczacych jakos$ci mikrobiologicznej produktéw roslinnych
o bardzo niskiej aktywnos$ci wody obecno$¢ Cronobacter spp. stwierdzitam w 16,7% prébek ziot
oraz mieszanek ziotowych. Natomiast z produktéw roslinnych typu ready-to-eat bakterie
z rodzaju Cronobacter wyizolowatam z 35% badanych prébek, w tym 30% proébek satat i 75%
probek kietkow. Wiekszos¢ wyizolowanych szczepéw nalezata do gatunku C. sakazakii (ok.
62%), 19% stanowity szczepy C. muytjensii, 9,5% - C. turicensis oraz pojedyncze szczepy -
C. malonaticus i C. condimenti. Wr6d wyizolowanych przeze mnie szczepow byly trzy gatunki
uznane za chorobotworcze tj.: C. sakazakii, C. malonaticus i C. turicensis, co wskazuje, ze produkty
roslinne moga by¢ no$nikiem tych patogenow.

Stwierdzitam, ze zaden z wyizolowanych z produktéw roslinnych szczepéw z gatunkow
C. sakazakii, C. muytjensii, C. turicensis i C. malonaticus nie byt oporny na antybiotyki stosowane
do leczenia infekcji wywotanych przez te patogeny, czyli ampicyline, gentamycyne
i chloramfenikol. Wykazatam, ze wszystkie szczepy byty wrazliwe na cefepim, streptomycyne,
tetracykline, ciprofloksacyne i kotrimoksazol.

Z wykonanej przeze mnie analizy danych piSmiennictwa dotyczacego wystepowania
bakterii z rodzaju Cronobacter w réznego rodzaju produktach zywnoSciowych wynika, ze
bakterie z rodzaju Cronobacter rzadko byty izolowane z produktéw zywnoSciowych, ktére

powszechnie kojarzy sie jako nos$niki ré6znych patogendéw, np. jajek, miesa, czy mleka, natomiast
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wystepowaly w przetworzonych i nieprzetworzonych produktach pochodzenia roslinnego,
co potwierdzitam w swoich badaniach.

Moje badania, dotyczace aktywnoSci przeciwbakteryjnej wybranych olejkéw eterycznych
oraz substancji aktywnych bedacych ich sktadnikami wobec bakterii nalezacych do gatunkéw
C. sakazakii, C. malonaticus, C. turicensis, C. muytjensii oraz C. condimenti, sa najprawdopodobniej
jedynymi tak szeroko opisujacymi to zagadnienie. Wykazatam, Ze wsréd badanych olejkow
eterycznych do najskuteczniejszych nalezaty olejek tymiankowy > olejek cynamonowy > olejek
majerankowy. Te trzy olejki wykazywaty silng aktywno$¢ hamujaca wobec wszystkich badanych
szczepow Cronobacter, bez wzgledu na przynalezno$¢ gatunkowa. Olejki: goZdzikowy, kminkowy
i kopru wtoskiego wykazywaty umiarkowane dziatanie hamujace tylko na niektére z badanych
szczepow. Natomiast olejki: z miety pieprzowej, rozmarynowy, bazyliowy, kardamonowy,
anyzowy i imbirowy, jak réwniez wszystkie olejki eteryczne z owocéw cytrusowych byty
nieskuteczne wobec wszystkich analizowanych szczepéw. Wartosci MIC dla substancji
pochodzenia roslinnego, wskazaty na malejgca aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowa w kolejnosci
tymolu > aldehydu trans-cynamonowego > eugenolu > mentolu i odzwierciedlaty wyniki
otrzymane dla olejkéw, w ktorych te substancje wystepuja.

Za szczegOlnie znaczace uwazam scharakteryzowanie szczepu Cronobacter condimenti
s37 wyizolowanego z kietkdw rzodkiewki, gdyz jest to drugi na $wiecie szczep tego gatunku.
Wyniki analizy MLST i sekwencjonowania genomu tego drobnoustroju zdeponowano
w GenBank oraz w bazie PubMLST, dedykowanej dla Cronobacter spp. W genomie szczepu s37
stwierdzitam obecno$¢ gendéw, determinujacych kodowanie czynnikéw wirulencji Cronobacter
spp., m.in.: genu hemolizyny III, genéw ompA, ompC, ompL i ompW kodujacych biatka porynowe,
genow systemu sekrecyjnego typu VI (T6SS) oraz gendéw kodujacych enterobaktyne
(entABCDFS). U szczepu s37 stwierdzilam obecno$¢ operonu acrdAB, kodujacego biatka
odpowiedzialne za system usuwania lekéw z komorki (tzw. pompy efflux) oraz geny wskazujgce
na zdolno$¢ rozktadu ksylozy (xylA), co moze potwierdza¢ hipoteze, Ze naturalng nisza
dla bakterii z rodzaju Cronobacter jest Srodowisko roslinne. Z badan antybiotykoopornoSci
wynika, ze szczep s37 jest wrazliwy na ampicyline (10 pg), gentamycyne (10 pg), chloramfenikol
(30 pg), ciprofloksacyne (5 ug), tetracykline (30 ug), cefepim (30 nug), i cefotaksim (30 pg),
a umiarkowanie wrazliwy na streptomycyne (10 pg) i kotrimoksazol (25 ug). Szczep ten jest
$rednio wrazliwy na olejek tymiankowy, cynamonowy, gozdzikowy, majerankowy oraz z kopru
wtloskiego. Wyznaczone warto$ci MIC dla tymolu, aldehydu trans-cynamonowego, eugenolu

i mentolu wynosity odpowiednio: 0,05; 0,1; 0,2 i 0,8%.
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Wyniki badan w ramach gléwnego osiagniecia naukowego stanowig przyczynek
do wnikliwej charakterystyki i poznania drég przenoszenia sie Cronobacter spp. w Srodowisku,
w tym takze na czlowieka i moga sie przyczyni¢ do zrozumienia epidemiologii tych

drobnoustrojéw.
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6. Omowienie pozostalych osiggnie¢ naukowo-badawczych

Po ukonczeniu studiéw podjetam prace na stanowisku asystenta w Zaktadzie Technologii
Mleka (obecnie Biotechnologii Mleka) w Katedrze Technologii Zywnosci Pochodzenia
Zwierzecego na moim macierzystym Wydziale. Od poczatku mojego zatrudnienia do 2006 r.
zespotem kierowat prof. dr hab. Stanistaw Zmarlicki, w latach 2006 - 2012 - dr hab. Antoni Pluta,
prof. SGGW, a aktualnie - dr hab. Matgorzata Ziarno, prof. SGGW. Tematyka prac badawczych
prowadzonych przez Zespél obejmuje zagadnienia zwigzane z opracowaniem nowych metod
oznaczania mikroflory technicznej i zanieczyszczajacej w produktach mleczarskich; podstawami
technologii otrzymywania fermentowanych mlecznych / roslinnych produktéw probiotycznych,
czynnikami warunkujgcymi trwalo$¢ mleka spozywczego pasteryzowanego, ze szczegolnym
uwzglednieniem Bacillus cereus. W ostatnich latach nacisk zostat potozony na badania nad
wptywem parametréw technologicznych na rozktad biatek, rozwoéj mikroflory technicznej
i powstawanie w serach podpuszczkowych dojrzewajacych substancji aktywnych biologicznie
(bioaktywne peptydy, aminy biogenne) oraz badania nad technologia produkcji funkcjonalnego
sera typu holenderskiego o obniZonej zawartosci ttuszczu.

Scista wspélpraca z cztonkami Zespotu pozwolita mi podjaé¢ kilka wymienionych ponizej

kierunkéw badawczych. Wynikiem mojej dotychczasowej aktywnos$ci zawodowej jest
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opracowanie koncepcji, udzial w opracowaniu koncepcji lub uczestnictwo w realizacji pieciu
gtownych zagadnien badawczych:

- wystepowanie i charakterystyka Bacillus cereus w mleku surowym i Srodowisku jego
pozyskiwania (pkt 6.1.),

- wpltyw roznych czynnikéw na mozliwosci rozwoju i tworzenia toksyny HBL przez Bacillus
cereus (pkt 6.2.),

- mozliwos$ci rozwoju Bacillus cereus w warunkach symulujgcych pasaz z6tgdkowo-jelitowy
(pkt 6.3.),

- wybrane aspekty technologiczne i jakoSciowe produkcji seréw typu holenderskiego, ze
szczegOlnym uwzglednieniem ser6w o obnizonej zawarto$ci ttuszczu (pkt 6.4.),

- wybrane aspekty bezpieczenstwa mikrobiologicznego zywnosci (pkt 6.5.).

Aktualne zainteresowania naukowo-badawcze przedstawitam w pkt 6.6.

6.1. Wystepowanie i charakterystyka Bacillus cereus w mleku surowym

i Srodowisku jego pozyskiwania

Po rozpoczeciu pracy moje glédwne zainteresowania naukowe dotyczyty badan
nad wystepowaniem i charakterystyka Bacillus cereus w mleku surowym oraz Srodowiskiem
jego pozyskiwania. Badania z tego zakresu realizowatam miedzy innymi w ramach grantu
promotorskiego pt: "Studia nad wystepowaniem i charakterystykq Bacillus cereus w mleku
i Srodowisku jego pozyskiwania" KBN 6P06G03620 w latach 2001/2002. Zaowocowaty one praca
doktorska oraz trzema publikacjami (IID5, IID11 i [ID14) oraz czterema doniesieniami sesyjnymi
(IIIB1, IIIB5, 111B8 i 111B14).

Dostosowanie sie do wymagan unijnych dla mleka surowego i podjete po akcesji do Unii
Europejskiej dzialania w zakladach mleczarskich, dotyczace wprowadzania systemow jakosci,
doprowadzity do znacznego wydtuzenia trwato$ci mleka spozywczego pasteryzowanego,
ktorego trwato$¢ wynosi teraz najczeSciej co najmniej 14 dni. Postep w tym zakresie
doprowadzit praktycznie do wyeliminowania zanieczyszczen popasteryzacyjnych (wtérnych)
(bakterie z rodziny Enterobacteriaceae i psychrotrofowe). Trwato$¢ i bezpieczenstwo mleka
spozywczego pasteryzowanego uzalezniona jest zatem od obecnosci bakterii wystepujacych
w surowcu mleczarskim - psychrotrofowych bakterii przetrwalnikujgcych, reprezentowanych
gtownie przez gatunek B. cereus. Drobnoustroje te, oprécz powodowania niekorzystnych zmian
organoleptycznych mleka pasteryzowanego, moga wywotywac¢ zatrucia pokarmowe.
W Norwegii, ktéra jest krajem prawie wolnym od zatru¢ pokarmowych wywotanych przez

Salmonella i Campylobacter, to wlasnie B. cereus jest najczestsza przyczyna zatru¢ pokarmowych
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[Gibbs 2002]. Ze wzgledu na stosunkowo tagodny przebieg zatru¢ o charakterze ,biegunkowym?”,
wywolanych przez B. cereus, zwraca sie uwage na fakt znacznego zanizenia publikowanych
danych dotyczacych liczby tych zatru¢. Drobnoustroje te stanowig trudny do catkowitego
wyeliminowania sktadnik mikroflory mleka surowego. Do mleka dostajg sie zwykle podczas jak
i po doju, zar6wno w postaci komorek wegetatywnych, jak i przetrwalnikéw [Slaghuis i wsp.
1997, Christiansson i wsp. 1999]. Przetrwalniki B. cereus wykazuja sie znaczng hydrofobowoscig,
dzieki czemu majg zdolno$¢ przywierania do réznych powierzchni abiotycznych (tworzyw
sztucznych, stali kwasoodpornej czy gumy) i tworzenia na nich biofilméw. Zanieczyszczenie tymi
drobnoustrojami urzadzen do doju i przetrzymywania mleka surowego oraz linii produkcyjnych
s3 wyjatkowo trudne do usuniecia takze ze wzgledu na ich oporno$¢ na $rodki myjace
i dezynfekcyjne [Faille i wsp. 2001, Peng i wsp. 2001, Tauveron i wsp. 2006, Le Gentil i wsp.
2010].

W Dbadaniach prowadzonych w latach 1996-2002 okreslitam wystepowanie
przetrwalnikéw B. cereus w réznych préobkach pochodzacych ze Srodowiska gospodarstw, ktore
mogto by¢ Zrédiem zanieczyszczenia mleka podczas i po doju (zatgcznik 4: 1ID11, IIIB1).
Wykazatam, Ze B. cereus wystepuje powszechnie i w znacznej liczbie w Srodowisku
pozyskiwania mleka (siano, Scidtka, powietrze hali udojowej). Najwieksze zanieczyszczenie
stwierdzitam w probkach gleby z pastwiska (3 - 5 log jtk/g) oraz katu kréow (2 - 5 log jtk/g).
Przetrwalniki omawianych drobnoustrojéow byly obecne takze w liczbie do 4 log jtk/g
w wiekszosci probek (64 - 90%) pasz réznego rodzaju. Jedyng droga do znacznego ograniczenia
stopnia zanieczyszczenia mleka przez B. cereus wydaje sie zachowanie wilasciwego rygoru
zabiegdw higienicznych przed, w trakcie jak i po doju. Nieobecno$¢ przetrwalnikow B. cereus
w 29% przebadanych probek wymazow z powierzchni strzykdéw krow oraz w 46% prdobek
wymazow z powierzchni kubkéw udojowych wskazuje, ze jest to mozliwe.

W ramach badan zrealizowanych w ramach grantu promotorskiego KBN 6P06G03620
okreslitam takze wystepowanie B. cereus w mleku surowym, pobieranym od pojedynczych kréow
w dwodch gospodarstwach wielkostadnych o réznym poziomie higieny doju (zatgcznik 4: 1ID5,
[1IB14). Wykazatam istotny wptyw poziomu higieny pozyskiwania mleka na stopien
zanieczyszczenia mleka komoérkami wegetatywnymi/przetrwalnikami B. cereus. W mleku
pozyskiwanym w gospodarstwie o wyzszym poziomie higieny doju (obora ptytka, bezsciétkowa,
d6j w odrebnej hali udojowej, zabiegi mycia i dezynfekcji wymienia przed i po doju) ogdlna
liczba B. cereus nie przekraczata 0,3 log jtk/ml, natomiast w mleku pozyskiwanym
w gospodarstwie o nizszym poziomie higieny (obora $ci6tkowa, d6j w oborze, przed dojem

optukanie wodg) liczebno$¢ B. cereus siegata 2,8 log jtk/ml.

36



Anna Berthold-Pluta Zatqcznik 3a

Wyizolowane szczepy B. cereus z mleka surowego, kalu krow, gleby i trawy
z pastwiska, $cio6tki, siana, réznych typéw pasz, a takze z powietrza hali udojowej, powierzchni
strzykéw i kubkéw udojowych scharakteryzowatam pod wzgledem posiadania kilkudziesieciu
cech biochemicznych i fizjologicznych (zatacznik 4: IID14, IIIB5). Wiekszo$¢ przebadanych
szczepOw charakteryzowato sie cechami uznanymi za typowe dla B. cereus, cho¢ wykazatam
takze istnienie szczepoéw (0,58%), posiadajgcych nietypowe zdolnoSci, np. fermentowanie D-
mannitolu, co jest o tyle istotne, Zze brak tej cechy jest podstawa oznaczania B. cereus wedlug
metodyki ISO 7932 [2004]. Ze wzgledu na pochodzenie szczepéw jako szczegdlnie interesujace
mozna uzna¢ wyniki dotyczace fermentacji laktozy, co stwierdzono u 27% szczepow, przy czym
wiekszo$¢ w tej grupie stanowily szczepy wyizolowane z mleka. Z opisu gatunku B. cereus
w Bergey's Manual of Systematic Bacteriology [1986] wynika, ze bakterie te nie fermentuja
cukru mlecznego, natomiast z danych piSmiennictwa [Te Giffel i wsp. 1997] - Ze odsetek ten nie
przekraczat 19%. Moze to wskazywac na selekcje lub adaptacje szczep6éw B. cereus do bytowania
w warunkach produkcji mleka. Ponadto, chociaz niektore ze szczepéw B. cereus nie s3 zdolne
fermentowac laktozy, to moga rozwija¢ sie w produktach mlecznych, hydrolizujac biatka mleka
lub fermentujac glukoze uwalniang po fermentacji laktozy przez konkurencyjne
mikroorganizmy, na przyktad bakterie kwasu mlekowego. Potwierdzitam takze powszechno$¢
zdolno$ci rozktadu czerwonych krwinek przez szczepy B. cereus, ale jednocze$nie znaczng
szczepozalezno$¢ aktywnos$ci hemolizy (wyrazonej jako miano hemolizyn w kierunku rozktadu
czerwonych krwinek baranich) (zatacznik 4: I[ID14, IIIB8). Najsilniejsza aktywnoS$cia
hemolityczng (miano 1/32 i 1/64) odznaczato sie 40% szczep6éw, pochodzacych ze wszystkich
badanych Zrodet, a najstabsza 21% (miano hemolizyn: 1/2 i 1/4). Moje badania w tym zakresie
s jednymi z nielicznych szeroko opisujacych zréznicowanie szczepow w obrebie gatunku B.

cereus.

PiSmiennictwo:

Bergey’'s Manual of Systematic Bacteriology (1986) pod red. Sneath PHA, Mair NS, Sharpe ME, Holt ]G, The Williams and Wilkins
Co. Baltimore, s. 1105-1139.

Christiansson A, Bertlisson ], Svensson B (1999): Bacillus cereus spores in raw milk: factors affecting the contamination of milk
during the grazing period. Journal of Dairy Science 82, 305-313.

Faille C, Fontaine F, Benezech T (2001): Potential occurrence of adhering living Bacillus spores in milk product processing lines.
Journal of Applied Microbiology 90, 892-900.

Gibbs P (2002): Characteristics of spore-forming bacteria. w Foodborne Pathogens. Hazards, Risk Analysis and Control. pod red.
Blackbourn CW, McClure PJ, CRC Press New York, s. 425.

ISO 7932 (2004): Microbiology of food and animal feeding stuffs - Horizontal method for the enumeration of presumptive
Bacillus cereus - Colony-count technique at 30 degrees C.

Le Gentil C, Sylla Y, Faille C (2010): Bacterial re-contamination of surfaces of food processing lines during cleaning in place
procedures. Journal of Food Engineering 96(1), 37-42.

Peng ]S, Tsai WC, Chou CC (2001): Surface characteristics of Bacillus cereus and its adhesion to stainless steel. International
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Slaghuis BA, Te Giffel MC, Beumer RR, Andre G (1997): Effect of pasturing on the incidence of Bacillus cereus spores in raw milk.
International Dairy Journal 7, 201-205.

Tauveron G, Slomianny C, Henry C, Faille C (2006): Variability among Bacillus cereus strains in spore surface properties and
influence on their ability to contaminate food surface equipment. International Journal of Food Microbiology 110(3), 254-262.

Te Giffel MC, Beumer RR, Granum PE, Rombouts FM (1997): Isolation and characterization of Bacillus cereus from pasteurized
milk in household refrigerators in the Netherlands. International Journal of Food Microbiology 34, 307-318.

6.2. Wplyw réznych czynnikdw na mozliwosci rozwoju i tworzenia toksyny HBL przez

Bacillus cereus

Cze$¢ badan, rozpoczetych jeszcze w ramach rozprawy doktorskiej i grantu KBN
6P06G03620, poswiecitam charakterystyce cech fizjologicznych i toksycznoS$ci szczepdw
B. cereus wyizolowanych z mleka surowego oraz probek Srodowiskowych. Badania te
kontynuowatam nastepnie juz po uzyskaniu stopnia doktora, a ich wyniki opublikowatam
w ramach 4 publikacji (IID6, IID15, IID16 i [ID18) oraz 8 doniesien sesyjnych (IIIB12, I1IB15,
[1IB23, 111B28, 111B29, 111B32, 111B41 i 111B48).

Znaczna cze$¢ moich badan w tym zakresie dotyczyta zdolno$ci wzrostu szczepow
B. cereus pochodzacych ze $rodowiska, a takze w pdzniejszych etapach badan - szczepow
wyizolowanych z produktéw mleczarskich (np. z mleka pasteryzowanego i seréw plesniowych)
w temperaturze 4-43°C. Wiele publikacji [lurlina i wsp. 2006, Sadek i wsp. 2006, Wijnands i wsp.
2006, Ankolekar i wsp. 2009, Godi¢ Torkar i Seme 2009, Zhou i wsp. 2010, Samapundo i wsp.
2011] wskazuje na mozliwo$¢ rozwoju B. cereus w niskiej temperaturze. W zwigzku z tym, nawet
niewielka poczatkowa liczba komorek wegetatywnych/przetrwalnikow psychrotrofowych
szczepOw tego gatunku moze negatywnie wptywac¢ na jako$¢ i skrécenie trwatosci mleka
Sspozywczego pasteryzowanego.

Wykazatam, Ze najwyzsza dopuszczalna w Polsce temperatura przechowywania mleka
spozywczego pasteryzowanego, czyli 6°C nie gwarantuje zahamowania wzrostu
psychrotrofowych szczepoéw B. cereus (zatgcznik 4: 1ID6, 1ID15, 11IB12). Cechy psychrotrofowe,
czyli zdolno$¢ wzrostu w temperaturze 6,5°C przez 10 dni stwierdzitam u 3-7% szczepéw
wyizolowanych ze $rodowiska (katu kréw, powierzchni kubkéw udojowych, gleby, paszy). Co
ciekawe, wsrod szczepdw wyizolowanych z mleka surowego, mleka pasteryzowanego i seréw
pleSniowych odsetek psychrotrofowych byt znacznie wiekszy - odpowiednio 25, 12 i 17%.
Inaczej moéwigc, wsrdd 78 szczepow o cechach psychrotrofowych (na tgcznie 821 szczepéw
badanych), az 80% pochodzito z mleka surowego i produktéw mlecznych, a tylko 20% byto
izolatami $Srodowiskowymi. O czestszym wystepowaniu szczepoéw psychrotrofowych w mleku
i produktach mlecznych niz w innych produktach spozywczych donosit Wijnands i wsp. [2006].

U wybranych 35 szczepow okreslitam takze mozliwosci wzrostu w mleku przetrzymywanym
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w niskiej temperaturze, co jest innym zagadnieniem niZz okreSlanie cech psychrotrofowych
metoda klasyczng, w ktorej wymagany jest taki rozwoj, aby w temperaturze 6,5°C po 10 dniach
inkubacji posiewow na podtozu statym byty widoczne kolonie (zatacznik 4: IID15). Tylko
nieliczne szczepy (5,7%) rozwijaty sie w temperaturze 4°C. W mleku przetrzymywanym
w temperaturze 8°C rozwijato sie 45,7% badanych szczepdw, przy czym w przypadku potowy
z nich po 7 dniach liczebnos$¢ jtk/ml zwiekszyta sie o 3 - > 5 rzedow wielkoS$ci. Przyjmujac, ze
w mleku surowym dobrej jakosci liczba przetrwalnikéw B. cereus nie przekracza 1 log jtk/ml,
na skutek kietkowania i proliferacji komoérek wegetatywnych moze nastgpi¢ zwiekszenie
liczebnos$ci B. cereus do poziomu > 3 log jtk/ml, ktéry uznaje sie za graniczny ze wzgledu
na bezpieczenstwo zdrowotne produktéw spozywczych [EFSA 2016].

RézZnorodno$¢ szczepoéw B. cereus pod wzgledem zakresu temperatury wzrostu zostata
scharakteryzowana w publikacji [ID18, ktérej bytam wspoétautorem. Ze wzgledu na mozliwo$¢
wzrostu w réznym zakresie temperatury wyroéznia sie trzy grupy fizjologiczne B. cereus: 1.
szczepy zdolne do wzrostu w temperaturze 6°C w czasie 10 dni, ale nie rozwijajace sie
w temperaturze ponad 40°C (grupa szczepow typowo psychrotrofowych), 2. szczepy wykazujace
wzrost zar6wno w temperaturze 6°C, jak i ponad 40°C oraz 3. szczepy typowo mezofilne (nie
wykazujgce cech psychrotrofowosci i rosngce w temperaturze ponad 40°C) [Garcia-Armesto
i Sutherland 1997]. Stosujac ten podziat wykazano, ze ws$rdod szczepéw wyizolowanych
ze Srodowiska i mleka surowego przewazajq szczepy o charakterze mezofilnym, natomiast
szczepy pochodzace z produktéw mlecznych (mleka spozywczego pasteryzowanego i seréw
ple$niowych) czeSciej wykazuja charakter psychrotrofowy. Wzrost pojedynczych szczepow
wyizolowanych z katu krow i mleka surowego odnotowano w temperaturze 8°C dopiero 7-8 dnia
inkubacji (brak wzrostu w temperaturze 4-6°C/10 dni). Ws$réd szczepow z mleka
pasteryzowanego i serow pleSniowych wzrost pojedynczych badanych szczepéw odnotowano
juz w 4-6 dniu inkubacji w temperaturze 6°C. W temperaturze 43°C odnotowano wzrost 98-
100% szczepow z katu krow i mleka surowego oraz 79 i 64% szczepow wyizolowanych
odpowiednio z mleka pasteryzowanego i serow.

Zjawisko adaptacji do wzrostu w niskiej temperaturze szczepéw B. cereus
i zdolno$¢ kietkowania przetrwalnikéw w tych warunkach powoduje, Ze bakterie te szybko
rosng w zywnosci przechowywanej chtodniczo, powodujac w konsekwencji obnizenie jej jakosci,
a w przypadku psychrotrofowych szczepéw wytwarzajacych toksyny zjawisko to moze rowniez
stanowi¢ potencjalne zagrozenie dla bezpieczenstwa zdrowotnego konsumenta.

B. cereus jest gatunkiem o ztoZonej naturze. Bakterie te wystepuja jako saprofity w glebie,

majg dobrze przystosowang fizjologie do funkcjonowania w dolnych odcinkach przewodu
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pokarmowego [Barbosa i wsp. 2005], ale s3a réwniez oportunistycznymi patogenami
odpowiedzialnymi za miejscowe i ogdélnoustrojowe infekcje [Stenfors Arnesen i wsp. 2008].
Niektore szczepy B. cereus sa stosowane jako probiotyki [Green i wsp. 1999, Duc i wsp. 2004,
Hong i wsp. 2005], inne moga wywotywac¢ zatrucia pokarmowe u ludzi [EFSA 2005].
Patogenno$c¢ B. cereus przypisuje sie wytwarzaniu przez te drobnoustroje czynnikéw takich jak
fosfolipaza, cereulidyna (toksyna wymiotna), enterotoksyna HBL, toksyna niehemolityczna
(NHE), hemolizyna IV i cytotoksyna (CytK), wigzana z wywotywaniem martwiczego zapalenia
jelit [Agata i wsp. 1995, Beecher i wsp. 1995, 2000, Lund i wsp. 2000, Hardy i wsp. 2001].
Wyréznia sie dwa typy zatru¢ wywotanych przez B. cereus: o przebiegu wymiotnym
i biegunkowym. To pierwsze ma charakter intoksykacji i wywotane jest spozyciem pokarmu juz
zawierajgcego toksyne - cereulidyne, natomiast zatrucie typu biegunkowego to typowa
toksykoinfekcja, za ktérg odpowiada enterotoksyna HBL [EFSA 2005].

Toksyna HBL jest substancjg bialkowg, wytwarzang w logarytmicznej fazie wzrostu
B. cereus. Sktada sie z 3 podjednostek: L1 (o masie czasteczkowej 36 kDa), L2 (45 kDa) i B (35
kDa). Z nielicznych danych literatury [Duport i wsp. 2004, Ouhib i wsp. 2006, Thomassin i wsp.
2006] wynika, ze na wytwarzanie enterotoksyny HBL majq wptyw rézne czynniki, m.in. tempo
wzrostu, temperatura, pH i sktad $rodowiska hodowlanego (weglowodany, aminokwasy) oraz
dostepnos$¢ tlenu. Z badan przeprowadzonych przeze mnie wynika, ze bez wzgledu na to, jaki
weglowodan obecny byt w bulionie mézgowo-sercowym (D-glukoza, D-fruktoza, galaktoza,
sacharoza lub laktoza) i w jakiej ilosci (dodatek 0,50; 2,00 lub 8,00 g/l dla monosacharydéw
i 0,25; 1,00 lub 4,00 g/l dla disacharydéw), najszybszy rozwdéj B. cereus nastepowat miedzy 3.
a 6. godzing inkubacji. Synteza toksyny HBL pokrywata sie w czasie z okresem najbardziej
aktywnego wzrostu drobnoustrojow (logarytmiczna faza wzrostu). Najwieksze iloSci toksyny
HBL powstawaty w bulionie zawierajgcym 2 lub 8 g/l fruktozy oraz 8 g/l glukozy. Bez wzgledu
na wielko$¢ dodatku galaktozy, iloSci powstajacej toksyny HBL byly ok. 7-krotnie mniejsze niz
ilosci toksyny wykrytej w bulionach zawierajgcych inne monosacharydy (zatagcznik 4: 111B48).
Z kolei w badaniach nad wptywem temperatury oraz medium hodowlanego na tworzenie
toksyny HBL przez B. cereus wykazalam, ze w temperaturze 20, 25 i 43°C iloSci powstajacej
toksyny HBL byly w mleku 2-4-krotnie mniejsze niZ w bulionie mézgowo-sercowym. Jedynie
w temperaturze 37°C, ktora jest optymalng dla tworzenia enterotoksyny HBL, rodzaj medium nie
miato wplywu na ilo$¢ toksyny (zatacznik 4: 111B41).

Interesujgce wyniki badan otrzymatam, okre$lajac zdolno$¢ tworzenia enterotoksyny
HBL przez szczepy pochodzace z roéznych Zrédet. Mianowicie najmniejszy odsetek szczepdw

HBL(+) stwierdzitam wsrod szczepéw "Srodowiskowych" i wyizolowanych z mleka surowego
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(41%), nieco wiekszy - 70%, wsrdd szczepdw wyizolowanych z mleka pasteryzowanego.
Natomiast wsréd szczepow pozyskanych z seré6w plesniowych ceche te posiadato az 90%
(zatgcznik 4: I1IB15, 111B28).

Cze$¢ badan nad charakterystyka szczepéw B. cereus wyizolowanych z mleka surowego
poswiecitam okreSleniu mozliwosci ich rozwoju oraz tworzenia enterotoksyny HBL w serach
ple$niowych i mleku przechowywanych w warunkach chtodniczych (zatgcznik 4: 1ID16, I1IB23,
[1IB29). Materiatem badawczym byty enterotoksyczne szczepy B. cereus, ktérych komorki
wegetatywne w postaci zawiesiny wprowadzano na powierzchnie seréw, tak aby poczatkowa
ich liczba wynosita ok. 4 log jtk/g sera. W serze typu Camembert, przechowywanym
w temperaturze 6°C stwierdzitam stopniowe zmniejszanie sie liczby B. cereus. W zaleznosci
od szczepu, konicowa liczba B. cereus po 20 dniach trwania do$wiadczenia wynosita ok. 1 log
jtk/g, a w przypadku drugiego badanego szczepu nie stwierdzono obecnos$ci patogenéw w 0,1 g
sera. W serach przechowywanych w temperaturze 12°C odnotowano zwiekszanie sie liczby
B. cereus do 10. dnia eksperymentu (o ok. 3 rzedy logarytmiczne w 1 g), a nastepnie stopniowe
jej zmniejszanie. Bez wzgledu na temperature przechowywania seréw typu Camembert nie
stwierdzono w nich obecnosci toksyny HBL (zatgcznik 4: 11IB23). Podobne wyniki otrzymatam,
okres$lajgc mozliwosci wzrostu B. cereus i tworzenia toksyny HBL w serach z przerostem ple$ni
(zatacznik 4: 11IB29). Z kolei w przypadku wprowadzenia inokulum komorek szczepoéw B. cereus
do mleka, ich wzrost i tworzenie toksyny HBL stwierdzitam tylko w temperaturze 8°C (zatgcznik

4:1ID16, IIIB29).
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6.3. Mozliwosci rozwoju Bacillus cereus w warunkach symulujacych pasaz zétadkowo-
jelitowy

Studium literaturowe, dotyczace czynnikéw toksycznoSci Bacillus cereus, przedstawitam
w publikacjach IID9 i 1ID23 (zatacznik 4). W pierwszej z nich przedstawitam 6wczesny stan
wiedzy o czynnikach toksycznoSci B. cereus, dokonatam przegladu danych o ogniskach zatru¢
wywotanych tymi drobnoustrojami w réznych krajach oraz scharakteryzowatam wystepowanie
B. cereus w produktach spozywczych.

Z kolei, w publikacji IID23 omoéwitam éwczesny stan wiedzy na temat cereulidyny, jej
budowy chemicznej, optymalnych warunkéw tworzenia oraz metod wykrywania w produktach
zywnoS$ciowych. W publikacji tej przytoczone tez zostaty przypadki zatru¢ pokarmowych
wywotanych po spozyciu zywnoS$ci zanieczyszczonej cereulidyng. Toksyna wymiotna B. cereus
jest biatkowym zwigzkiem cyklicznym o masie czasteczkowej ok. 1,2 kDa, ztoZzonym z czterech
asymetrycznych centréw z powtarzajacym sie tetrapeptydem: [D-O-Leu-D-Ala-L-0-Val-L-Val]3
[Ehling-Schulz i wsp. 2005], ktérej cecha charakterystyczng jest wyjatkowa oporno$¢ na rozne
czynniki. Cereulidyna przetrzymuje ogrzewanie w temperaturze 121°C przez 90 minut oraz 2
godziny w skrajnie niskim pH 2 czy pH 11, nie tracgc swej aktywnos$ci. Réwniez, co istotne jest
ze wzgledu na patogenno$¢ gatunku B. cereus, nie jest rozkltadana przez enzymy trawienne -

trypsyne i pepsyne [Granum 2005]. W przeciwienstwie do toksyn "biegunkowych" B. cereus,
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cereulidyna wytwarzana jest w p6Znej fazie wzrostu logarytmicznego i w fazie stacjonarnej, co
bioragc pod uwage jej cykliczng budowe, moze potwierdza¢ nierybosomalny mechanizm jej
biosyntezy przy udziale enzymu syntetazy cereulidyny [Toh i wsp. 2004]. Objawy zatrucia
cereulidyna, obejmujace nudnos$ci i wymioty, wystepuja dos$¢ szybko, po 1-5 godzinach
po spozyciu zanieczyszczonej zywnosci i utrzymuja sie okoto jednej doby. Zatrucie tego typu
moze powodowal powazne uszkodzenia watroby na skutek wakuolizacji mitochondriéw
komorek watrobowych [Mahler i wsp. 1997]. Dawka toksyczna dla dorostego cztowieka to 400-
500 pg cereulidyny [Jaaskeldinen i wsp. 2003]. Wsrdd czynnikdw wptywajacych na zwiekszenie
ilosci powstajacej toksyny wymiotnej wymieni¢ mozna obnizong temperature (ok. 12-21°C)
w poréwnaniu do temperatury optymalnej wzrostu (ok. 30-32°C) [Agata i wsp. 1996, Finlay
i wsp. 1999, Finlay i wsp. 2000, Haggblom i wsp. 2002], dostepnos$¢ tlenu [Agata i wsp. 2002,
Jaaskeldinen i wsp. 2004] oraz obecno$¢ L-leucyny i L-waliny [Jddskeldinen i wsp. 2004, Kuse
i wsp. 2010]. Wéréd produktéow spozywcezych, w ktérych wykrywano cereulidyne najczesciej
byty potrawy na bazie ryzu, natomiast szczepy zdolne to tworzenia cereulidyny izolowano
z szerokiej gamy produktéw (produktéw do Zywienia niemowlat i matych dzieci, lodow,
makaronéw i innych produktéw zbozowych) [Agata i wsp. 2002, Svensson i wsp. 2006].

Studium literaturowe, dotyczace wptywu réznych czynnikéw na przezywanie B. cereus
w warunkach przewodu pokarmowego cztowieka, przedstawitam w publikacjach 1ID28 i [ID29
oraz IIA2 (zalacznik 4). Do czynnikéw ograniczajacych w najwiekszym stopniu przezywalno$¢
B. cereus w przewodzie pokarmowym naleza: niskie pH panujace w Zotadku, ograniczony dostep
tlenu i obecno$¢ soli kwaséw zétciowych w jelicie cienkim oraz obecno$¢ mikroflory
autochtonicznej w dolnych odcinkach uktadu pokarmowego. Istotne znaczenie ma takze
zdolno$¢ adherowania przetrwalnikow tego gatunku do enterocytoéw oraz ewentualne interakcje
miedzy komdrkami wegetatywnymi B. cereus a komoérkami nabtonka jelitowego. Zdolnos¢
adaptacyjna B. cereus do stresogennych czynnikow, takich jak niskie pH, zwieksza ich
przezywalno$¢ w czasie pasazu przez zotgdek. Do wstepnego przystosowania sie B. cereus
do niskiego pH moze doj$¢ w pierwotnym Srodowisku wystepowania (np. w glebie) lub w czasie
procesu technologicznego produkcji zywnosci. Subletalne wartosci pH mogg wywotywac
odpowiedZ adaptacyjng u bakterii, ochraniajac je w czasie p6zniejszej ekspozycji na zabdjczo
niskie pH. Mechanizm ten, znany jako ATR (z ang. acid tolerance response), jest waznym
elementem przystosowania sie do przezycia pasazu przez zotadek, ktéry obserwuje sie
u réznych patogenéw jelitowych [Merrel i Camili 2002]. Tego typu mechanizm wykazano
réwniez u komorek wegetatywnych B. cereus [Thomassini wsp. 2006]. Kwasowo$¢ w zotadku

moze osiaggna¢ warto$ci pH nawet ponad 4,0 (w zaleZnosci od iloSci i skltadu pokarmu czy cech
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osobniczych cztowieka), a wiec wartoSci, przy ktdrej przezywaja komoérki wegetatywne
B. cereus. Znaczenie ma takze czas pasazu przez zotadek, ktory im jest krétszy tym liczba zywych
komoérek B. cereus dostajgcych sie do jelit bedzie wieksza. Wyniki badan in vitro, Swiadczace
o mozliwosci przezycia komorek wegetatywnych w Srodowisku zZotagdkowym (w tym takze
wyniki moich badan przedstawione ponizej), a takze w warunkach jelitowych, dowodza, ze
postac zyciowa tych drobnoustrojéw ma mniejszy wptyw na wystgpienie objawéw chorobowych
niz uwazano dotad. Po barierze niskiego pH w Zoladku, kolejnym czynnikiem
przeciwdrobnoustrojowym w przewodzie pokarmowym jest obecnos$¢ kwaséw zoétciowych,
ktérych stezenie w jelicie cienkim waha sie od okoto 0,2 do 2,0% wag./objet., w zaleznosci
od cech osobniczych oraz sktadu i ilosci spozytego pokarmu [Kristoffersen i wsp. 2007]. Spos6b
oddziatywania soli kwaséw zétciowych na drobnoustroje zalezy m.in. od ich stezenia: wysokie
stezenie soli kwaséw zotciowych powoduje natychmiastowa $mier¢ komoérki na skutek
rozpuszczenia ttuszczu zawartego w btonie komdrkowej, dysocjacji zawartych w niej biatek,
uszkodzenia kwaséw nukleinowych oraz enzymoéw uczestniczacych w budowie DNA. Natomiast
niskie stezenie soli kwasow zéiciowych narusza stabilno$¢ i integralno$¢ btony komoérkowej
oraz wptywa na aktywnos$¢ niektorych enzymow, zaburza systemy transportu do - i z - komérki,
zmienia hydrofobowos$¢ oraz potencjat elektryczny komorek. Ponadto, wolne atomy tlenu
wytwarzane przez z01¢ stajg sie reagentem w reakcjach oksydacyjnych. Sole kwaséw zétciowych
chelatuja takze wapn i zelazo, co ogranicza dostepno$¢ tych makroelementéw dla bakterii
[Begley i wsp. 2005]. Zdolnos$¢ kietkowania przetrwalnikéw i rozwdj komdrek wegetatywnych
B. cereus obserwowano w obecnosci 0,10-0,15% soli kwasow zotciowych [Wijnands i wsp. 2006,
Ceuppens i wsp. 2012¢, Vaz i wsp. 2012]. Do wystgpienia zatrucia biegunkowego, wywotanego
przez B. cereus, konieczna jest interakcja miedzy komdrkami tego patogenu a enterocytami.
Adhezja przetrwalnikéw B. cereus do enterocytow umozliwia skolonizowanie i pozostanie w tym
srodowisku w czasie wystarczajacym do wykietkowania i namnozenia sie do odpowiednio duzej
liczebnosci, ale takze zapewnia wytworzenie enterotoksyn w bliskosci nabtonka, co zapobiega
ich inaktywacji [Andersson i wsp. 1998, Ramarao i Lereclus 2006, Wijnands i wsp. 2007]. Wyniki
najnowszych badan nad wplywem autochtonicznej mikroflory jelitowej (Bifidobacterium,
bakterie z grupy coli, Clostridium, Lactobacillus, Enterococcus) na przezywalno$¢ B. cereus
w czasie pasazu jelitowego [Ceuppens i wsp. 2012a, 2012c] kazg w pewnym stopniu zrewidowac
hipotezy, dotyczace genezy zatrucia biegunkowego wywotanego przez te drobnoustroje. Wydaje
sie, ze do zatrucia typu biegunkowego nie jest warunkiem koniecznym, jak dotad uwazano,
spozycie pokarmu silnie zanieczyszczonego przetrwalnikami B. cereus i znaczne namnozenie sie

tych drobnoustrojéw w jelitach, ale miejscowy rozw6j i wytworzenie enterotoksyn
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w bezposrednim kontakcie z powierzchnig komoérek nabtonka. Poza tym, u zdrowego cztowieka
mikroflora jelitowa hamuje rozwdéj komoérek wegetatywnych B. cereus, co by¢ moze stanowi
ostatni element obrony organizmu przed tymi patogenami.

Zagadnienia, dotyczace okreS$lenia mozliwosci przetrwania B. cereus w warunkach
symulujacych pasaz zotadkowy, byty tematem dwoch publikacji oryginalnych IID17, I1A1
oraz doniesienia sesyjnego IIIB50 (zatacznik 4), ktérych bytam gtéwnym autorem. Wystapienie
zatrucia typu "biegunkowego", wywotanego przez B. cereus, zalezy od przedostania sie tych
drobnoustrojéw do jelita cienkiego, ktoére ogranicza m.in. bardzo wysoka kwasowos$¢
wystepujaca w zotgdku. W Zotagdku na czczo panuje niskie pH (Srednio okoto 2,0), ale w czasie
przyjmowania positku moze ono osiggna¢ wartos$ci w zakresie 4,5-5,0 [Dressman i wsp. 1990].
W konsekwencji, przy tak podwyzszonym pH w Zotadku réwniez komorki wegetatywne
B. cereus (oprocz przetrwalnikow) moga przetrwal pasaz zotagdkowy i dotrze¢ do jelita
cienkiego. Na ufatwienie komoérkom wegetatywnym B. cereus pokonania bariery niskiego pH
soku Zotadkowego moga mie¢ wptyw réwniez krotki czas trawienia pokarmu w zZotgdku
oraz wystepowanie w pokarmie substancji ochronnych, np. ttuszczu. Celem przeprowadzonych
przeze mnie badan byto okreSlenie przezywalnos$ci komoérek wegetatywnych i przetrwalnikéw
B. cereus w warunkach imitujacych Srodowisko Zotadka cztowieka po spozyciu
zanieczyszczonych tym gatunkiem produktéw mlecznych i miesnych. Materiatem badawczym
w obu publikacjach (IID17 i IIA1) byty enterotoksyczne szczepy B. cereus, wyizolowane z mleka
surowego lub Srodowiska jego pozyskiwania. Stosowano pozywke wedtug Clavel i wsp. [2004],
imitujacg Srodowisko zZotadka (Gastric Medium - GM) zawierajaca sole (NaCl, NaHCOs, KCl,
CaCl2), pepsyne i dodatek mleka UHT (o zawartosci ttuszczu 0% lub 3,2%) lub wyciggu z miesa
kurczaka, a nastepnie regulowano jej pH (od 2,0 do 4,5). Inkubacje prowadzono przez 6 h,
w temperaturze 37°C w warunkach dostepu tlenu. Wykazatam, ze bakterie B. cereus, dostajace
sie do przewodu pokarmowego cztowieka, zdolne sg do przetrwania warunkéw panujgcych
w Srodowisku zotadka, a przezywalno$¢ w tych warunkach zalezy od formy komoérek (komorki
wegetatywne lub przetrwalniki), pH Srodowiska oraz rodzaju pokarmu, ktéry jest ich no$nikiem.
Przetrwalniki B. cereus sa wysoce oporne na kwasowo$¢ Srodowiska zotadka cztowieka zaréwno
wypetnionego tre$cia pokarmowa (pH~4,5), jak i niewypetnionego (pH~2,0), bez wzgledu
na rodzaj pokarmu, z ktéorym wprowadzone sg do zotadka. Komorki wegetatywne B. cereus
wykazujg zrdéznicowang oporno$¢ na warunki panujagce w Srodowisku Zotadka cztowieka,
w zaleznos$ci od pH (stopnia jego wypetnienia trescia pokarmow3q) oraz rodzaju pokarmu,
z jakim bakterie te zostaja do niego wprowadzone. Bez wzgledu na wariant pozywek GM o pH

2,01 2,5 w przypadku inokulum zawierajgcego komoérki wegetatywne od 2. godziny inkubacji nie
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stwierdzono juz obecnosci B. cereus w 1 ml pozywek. Interesujace jest, ze komérki wegetatywne
wykazywaly podobng przezywalno$¢ w pozywce GM z mlekiem 3,2% ttuszczu o pH 4,5, jak
przetrwalniki. W tej pozywce przezywalno$¢ komorek wegetatywnych wynosita ok. 85%,
w pozywce GM z mlekiem odttuszczonym - ok. 35% i jedynie 4,5% w pozywce GM zawierajacej
dodatek wyciggu miesnego (zalacznik 4: IIA1, 1ID17, IIIB50). Otrzymane wyniki znajduja
potwierdzenie w danych piSmiennictwa [Clavel i wsp. 2004; Wijnands i wsp. 2006, 2009;
Ceuppens i wsp. 2012a, 2012b, 2012c].
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6.4. Wybrane aspekty technologiczne i jakosciowe produkcji serow typu holenderskiego,

ze szczeg6lnym uwzglednieniem seréw o obnizonej zawartosci thuszczu

Technologia produkcji seréw podpuszczkowych dojrzewajgcych o obniZzonej zawartosci
ttuszczu, ktére zyskaty popularno$¢ na przetomie wiekdéw, wymaga wprowadzenia licznych
zmian parametrow produkcji, ktére nie moga ogranicza¢ sie jedynie do wykorzystywania
surowca o obnizonej zawarto$ci ttuszczu (mleka odttuszczonego), gdyz tego typu podejsScie
prowadzi do otrzymania seréw o ubozszych cechach sensorycznych i o nietypowej konsystencji
(gumowatos$¢, krucho$¢, ziarnisto$c¢). Liczne wady seréw podpuszczkowych dojrzewajacych
dostepnych na rynku polskim i skandynawskim opisane zostaly m.in. w doniesieniu sesyjnym
[IIB19 (zatacznik 4). W publikacji 1ID10 oraz doniesieniu sesyjnym IIIB13 (zatgcznik 4)
wykazaliSmy, Ze zmiany liczebnos$ci drobnoustrojow kazeolitycznych, lipolitycznych oraz
pozostatych maja podobny przebieg w serach typu holenderskiego o obnizonej zawarto$ci
ttuszczu, jak réwniez w ich pelnottustych odpowiednikach, co moze wskazywac, ze za ubozsze
cechy sensoryczne nie odpowiada liczebnos¢ i aktywno$¢ mikroflory.

Uczestniczytam w pracach Zespotu kierowanego przez dr hab. Antoniego Plute, prof.
SGGW, badajacego wptyw réznych zmian w procesie technologicznym produkcji seréw typu
holenderskiego o obnizonej zawarto$ci ttuszczu (dodatek hydrokoloidéw, lecytyny
lub odttuszczonego proszku mlecznego do mleka serowarskiego, ultrafiltracja mleka
serowarskiego, zwiekszenie iloSci odczerpywanej serwatki, zmniejszenie temperatury
dogrzewania gestwy serowej oraz skrocenie czasu prasowania serow) (zalgcznik 4: [ID12,
[1IB11, I1IB20, 11IB40, I1IB45 i 11IB46). Efektem naszych badan byto opracowanie technologii
produkcji sera podpuszczkowego dojrzewajacego typu holenderskiego o obnizonej zawartosci

thuszczu, ktéra zostata wdrozona w Spoétdzielni Mleczarskiej Mazowsze w Chorzelach. Prace
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z tego zakresu byly réowniez prowadzone w ramach wykonania dwoch zadan badawczych
projektu celowego MNiSW nr 6ZR9 2008C/07148, realizowanych dla Instytutu Biotechnologii
Przemystu Rolno-Spozywczego im. prof. W. Dgbrowskiego w Warszawie w latach 2009-2012
(zatgcznik 4: 11 13).

Dojrzewanie seré6w podpuszczkowych to proces ztozony, wielokierunkowy i nie do konca
jeszcze poznany. Od strony technologicznej i ekonomicznej jest etapem najdtuzszym
i kosztochtonnym. Czas dojrzewania seréw jest do$¢ zroznicowany i trwa od kilku dni,
w przypadku ser6w miekkich, do ponad 2 lat dla seréw bardzo twardych. Skrécenie wiec etapu
dojrzewania seréw, przy jednoczesnym utrzymaniu wtasciwych, typowych cech jakosciowych
danego gatunku sera, nadal jest wyzwaniem technologicznym. Do najczeSciej stosowanych
metod skracania etapu dojrzewania seréw naleza: podwyzszenie temperatury dojrzewania,
dodatek preparatéw enzymatycznych, zastosowanie zwiekszonej populacji wyselekcjonowanych
drobnoustrojéw oraz dodatek genetycznie modyfikowanych starteréw. Wiekszo$¢ z nich
powoduje wady sensoryczne serow. Pewnym rozwigzaniem jest stosowanie, oprocz startera
podstawowego, takze startera dodatkowego [El Soda 2002] o obnizonej aktywnoSci
fermentacyjnej (konieczne ze wzgledu na ewentualne przekwaszanie masy serowej, powodujace
np. trudnosci z nadmiernym osuszaniem ziarna i w konsekwencji obnizong zawartoscia wody
w serze), przy zachowanej aktywno$ci proteolitycznej, co osigga sie np. przez poddanie startera
obrobce termicznej [Klein i Lortal 1999, Law 2001, El-Tanboly i wsp. 2010]. W technologii
serowarstwa zastosowanie dodatkowych, pozbawionych aktywnosci fermentacyjnej starteréow
w produkcji ser6w jest znane. Jednak w badaniach z tego zakresu stosowano stosunkowo niska
temperature i krotkie czasy obrdbki termicznej dodatkowych starterow (do kilkunastu sekund),
co pozwalato zachowac ich wysoka aktywnos$¢ proteolityczng [Farkye i wsp. 1995, Skeie i wsp.
1995, Fox i wsp. 1996, Skeie i wsp. 1997, El-Etriby i wsp. 1998, Salomskiene 1998, Klein
i Lortal 1999]. Jedng z wad takiego rozwigzania, jest zachowanie wyzszej aktywnosci
proteolitycznej dodatkowego ogrzewanego startera w porownaniu z jego aktywnoscia
peptydolityczng, co bardzo czesto powoduje nagromadzenie w serze gorzkich peptydow
i defekty smakowe. Inng wadg jest konieczno$¢ stosowania do obrdbki termicznej dodatkowego
startera ciggtych wymiennikéw ciepta o matej wydajnosci, co generuje koszty inwestycyjne i jest
ucigzliwe eksploatacyjnie. Innowacyjno$¢ rozwigzania zaproponowanego w patencie nr 219408
pt: "Sposéb otrzymywania sera dojrzewajgcego, sposéb otrzymywania zakwasu, zakwas i ser
dojrzewajqcy" (zatacznik 4: 11B1), ktérego bytam wspotautorem, jest zastosowanie dodatkowego

startera poddanego obrdébce termicznej, siegajacej kilkudziesieciu minut w temperaturze
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w zakresie od 50 do 80°C, czyli znacznie dtuzszej niz w znanych rozwigzaniach, co pozwala
na realizowanie tego procesu metodg periodyczng w mateczniku.

We wstepnych badaniach z tego zakresu (zalacznik 4: 1IA3) poréwnano aktywnosc
dipeptydaz powszechnie stosowanych, handlowych kultur bakterii mlekowych (starter CHN-19,
Chr. Hansen, sktad: Lactococcus lactis ssp. cremoris, Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris, L.
lactis ssp. lactis biovar diacetylactis oraz starter XT-312, Chr. Hansen, sktad: L. lactis ssp.
cremoris, Leuc. mesenteroides ssp. cremoris, L. lactis ssp. lactis biovar diacetylactis, L. lactis ssp.
lactis, Leuc. pseudomesenteroides), poddanych obroébce cieplnej w czasie 15 sekund lub 10 minut
w temperaturze w zakresie od 50 do 80°C. Wykazano, ze poddane obrébce cieplnej kultury
bakterii mlekowych w duzym stopniu zachowywaty aktywnos¢ peptydolityczng. Peptydazy obu
badanych starter6w charakteryzowata wysoka specyficzno$¢ substratowa wobec dipeptydéw
zawierajacych aminokwasy hydrofobowe, takie jak leucyna i fenyloalanina, ktérych obecno$¢
czesto stwierdzana jest w gorzkich peptydach. Aktywnos$¢ tych dipeptydaz stwierdzono takze po
obrébce termicznej, nawet w temperaturze 80°C przez 10 minut. Dodatkowo stwierdzono, ze
obrébka termiczna starteré6w w badanym zakresie temperatury opo6Zniata wzrost bakterii od
kilku do kilkunastu godzin, co moze by¢ pozytywne z punktu widzenia produkcji serow
podpuszczkowych, poniewaz dodatkowa biomasa komérek bakterii, niezdolna do wzrostu w
poczatkowych etapach produkcji seréw, ale posiadajgca aktywne enzymy peptydolityczne,
przyspiesza proces dojrzewania sera i zapobiega gromadzeniu gorzkich peptydéw w masie
serowe;j.

W kolejnych badaniach nad wykorzystaniem dodatkowego startera poddanego obrébce
termicznej (zatacznik 4: I1I1A4) materiatem badawczym byly sery typu holenderskiego
o obnizonej zawartoSci thuszczu, otrzymane w warunkach przemystowych, do produkcji ktorych
jako starter podstawowy wykorzystano kulture CHN-19, a jako starter dodatkowy kulture XT-
312, ktérg poddano ogrzewaniu w temperaturze 65°C w czasie 10 lub 30 minut. Okreslono
zmiany zachodzace w serach w czasie dojrzewania, m.in. we frakcjach azotowych (zawarto$¢
azotu rozpuszczalnego przy pH 4,6, azotu rozpuszczalnego w kwasie trichlorooctowym (TCA)
i azotu amoniakalnego), zmiany mikrobiologiczne, teksturalne i sensoryczne. Zastosowanie
dodatkowego, poddanego obrdbce termicznej startera (65°C/10 lub 30 minut) powodowato
istotne przyspieszenie procesu dojrzewania ser6w w poréwnaniu z serami kontrolnymi,
otrzymanymi bez dodatkowego startera. Zawarto$¢ wszystkich badanych form zwigzkéw
azotowych byta istotnie wieksza w serach wyprodukowanych z zastosowaniem dodatkowego
ogrzewanego startera. Zmiany zawartosci réznych form azotu rozpuszczalnego w serach sa

miarg zakresu ich dojrzatosci, natomiast zawarto$¢ azotu amoniakalnego wskazuje na gtebokos¢
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dojrzewania sera [McSweeney i Fox 1997, Benfeldt i Sorensen 2001]. Zastosowanie
dodatkowego ogrzewanego startera (bez wzgledu na czas jego ogrzewania) znacznie
zmniejszyto twardo$¢ ser6w o obnizonej zawarto$ci ttuszczu w pordéwnaniu z serami
kontrolnymi, co dowodzi, Ze zastosowanie dtuzszego czasu obrobki termicznej (10-30 minut)
korzystniej wptywato na intensyfikacje proteolizy, a dzieki temu zmniejszenie twardosci seréw.
Zazwyczaj konsekwencjg obnizania kaloryczno$ci (zawartos$ci tluszczu) seréw typu

holenderskiego jest wzrost ich twardosci [Fenelon i Guinee 2000, Kticiikoner i Haque 2003].
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6.5. Wybrane aspekty bezpieczenstwa mikrobiologicznego ZzywnoS$ci

0d poczatku mojej pracy w Zaktadzie Biotechnologii Mleka SGGW prowadzitam badania,
poswiecone okres$laniu jakosci mikrobiologicznej réznych produktéw spozywczych. Wyniki
postuzyty do przygotowania siedmiu publikacji oryginalnych oraz dwunastu doniesien
sesyjnych, szczeg6étowo z zakresu: jakosci ser6w podpuszczkowych dojrzewajacych (zatacznik 4:
[ID1, 1ID3, 1ID24, 1ID27 oraz IlIB2, 11IB18, 111B22, 11IB25, 11IB26, 11IB27, 11IB33), jogurtéw

(zatgcznik 4: 1ID4 oraz I1IB4), lodéw (zatacznik 4: [ID7 oraz I1IB17), preparatéw do zywienia
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niemowlat i matych dzieci (zalacznik 4: 11IB30), produktow zboZzowych (zatgcznik 4: [11B42)
oraz przypraw i ziot (zatacznik 4: [ID26 i [1IB31).

Aspektom zagrozen zwigzanych z wystepowaniem wirusow i bakterii patogennych np.
Listeria monocytogenes i Escherichia coli w produktach zywnos$ciowych poswiecitam cztery
artykuty przegladowe (zatacznik 4: [ID20, 1ID21, IID32 i [ID36). W publikacjach 1ID34 i 1ID35
(zatacznik 4) przedstawitam bardzo szczegdétowa charakterystyke, wystepowanie w mleku
surowym i produktach mlecznych oraz aspekty zwigzane z cieptoopornoscia Mycobacterium

avium subsp. paratuberculosis.

6.6. Aktualne zainteresowania naukowo-badawcze

Do aktualnie realizowanych przeze mnie zagadnien badawczych zaliczam:
1. Zastosowanie bakterii octowych do biokonwersji produktéw odpadowych (np. glicerolu
odpadowego - publikacje IIA5 i [ID37 oraz serwatki kwasnej i podpuszczkowej - rozpoczete

wstepne prace badawcze),

2. Badania nad mozliwoscia zwiekszania w serach podpuszczkowych dojrzewajacych
zawartosci substancji aktywnych biologicznie, np. bioaktywnych dipeptydéw (anseryny i L-
karnozyny) oraz wolnych aminokwaséw (np. ornityny), i jednocze$nie ograniczania
powstawania niekorzystnych amin biogennych, dzieki wykorzystaniu dodatkowych kultur
bakteryjnych (publikacja [IA6 oraz 3 kolejne w trakcie recenzji).

L-karnozyna i jej metylowany analog - anseryna wystepujg w mie$niach szkieletowych

i tkance nerwowej, a ich zawarto$¢ w organizmie cztowieka zalezy od ptci (wyzszy poziom

u mezczyzn), wieku (stezenie obniza sie wraz z wiekiem) i diety (u wegetarian poziom obu

zwigzkow jest nizszy) [Stuerenburg 2000, Boldyrev i wsp. 2013]. Zaktada sie, ze L-karnozyna

jest endogennym Srodkiem neuroprotekcyjnym przeciwdziatajagcym starzeniu sie [Mori i wsp.

2015], a suplementacja diety karnozyng moze by¢ skuteczna w zapobieganiu lub leczeniu choréb

neurodegeneracyjnych, takich jak choroba Parkinsona czy Alzheimera [Chez i wsp. 2002,

Szczes$niak i wsp. 2014]. L-karnozyna jest takze naturalnym inhibitorem enzymu konwertazy

angiotensyny i moze uczestniczy¢ w regulacji ci$nienia tetniczego, wykazuje wtasciwosci

antyproliferacyjne oraz moze wptywa¢ na prace uktadu sercowo-naczyniowego [Roberts

i Zaloga 2000]. Dane dotyczace wystepowania L-karnozyny i anseryny w produktach

spozywczych dotycza gtownie produktow miesnych [Tomonaga i wsp. 2007], natomiast brak

danych o wystepowaniu tych dipeptydéw w serach. Z kolei, ornityna zwieksza efektywnos¢

zuzycia energii w organiZmie [Sugino i wsp. 2008].
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6.7. Podsumowanie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych

W ramach pracy doktorskiej, a zwtaszcza po uzyskaniu stopnia doktora nauk rolniczych
nieustannie doskonalitam swdj warsztat, prowadzgc badania z zakresu mikrobiologii
mleczarskiej, mikrobiologii produktéw spozywczych, jak réwniez technologii produktéw
mlecznych. Bytam autorka lub wspétautorka koncepcji wiekszosci prowadzonych przez mnie
badan. Badania realizowatam samodzielnie lub we wspéipracy ze specjalistami w dziedzinie
mikrobiologii, genetyki i biotechnologii z osrodkéw krajowych (Instytut Biotechnologii
Przemystu Rolno-Spozywczego im. prof. W. Dgbrowskiego w Warszawie, Instytut Biochemii
i Biofizyki PAN w Warszawie oraz Wydziat Medycyny Weterynaryjnej SGGW w Warszawie)
oraz zagranicznych (School of Science and Technology w Nottingham Trent University, UK oraz
The Energy and Resources Institute w New Delhi, Indie).

[stotnym kierunkiem badawczym, ktdéry zrealizowatam byty badania poswiecone
wystepowaniu i charakterystyce Bacillus cereus, ze szczegdlnym uwzglednieniem jego potencjatu
chorobotwoérczego. Wykazalam wystepowanie tych drobnoustrojow w mleku surowym
(w liczbie od 0,3 do 2,8 log jtk/ml, w zaleznoSci od warunkéw doju) oraz w Srodowisku
pozyskiwania mleka (gleba, kat kréw, pasze, powierzchnia strzykéw i wymion Kkréw,
powierzchnia kubkéw udojowych), a takze w produktach mlecznych. Izolaty B. cereus byty
znacznie zréznicowane w zakresie m.in. zdolno$ci psychrotrofowych: odsetek szczepow
zdolnych do rozwoju w temperaturze ok. 7°C wéréd szczepéw wyizolowanych z mleka surowego
i produktéw mlecznych wynosit 12-25%, natomiast wérod szczepéw Srodowiskowych - tylko 3-
7%. Podobne zrdéznicowanie stwierdzitam w przypadku zdolnosci tworzenia toksyny HBL:
wsrod szczepow pochodzacych z produktow mlecznych enterotoksyne wytwarzato 70-90%,

a wsrod szczepow Srodowiskowych - 41%. Stwierdzitam, ze w mleku surowym, sSrodowisku jego
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pozyskiwania i w produktach mlecznych wystepuja szczepy B. cereus zdolne do rozwoju
w mleku przetrzymywanym w temperaturze 4°C. Wykazatam, Ze najwyzsza dopuszczalna
w Polsce temperatura przechowywania mleka spozywczego pasteryzowanego, czyli 6°C, nie
gwarantuje zahamowania wzrostu psychrotrofowych szczepéw B. cereus. W badaniach
poswieconych przezywalnosci B. cereus w warunkach symulujgcych pasaz zotgdkowy
stwierdzitam, Ze, w zalezno$ci od rodzaju pokarmu obecnego w pozywce oraz pH, od 4,5 do 85%
komorek wegetatywnych B. cereus moze przezyC pasaz zoladkowy, co dowodzi, Ze oprécz
przetrwalnikéw réwniez i komdérki wegetatywne moga przej$¢ bariere, jaka stanowi Zotadek,
i wywotac zatrucie pokarmowe.

W badaniach, dotyczacych aspektéow technologicznych produkcji seréw typu
holenderskiego, stwierdzono, ze zastosowanie dodatkowego startera bakterii mlekowych
poddanego obrébce termicznej w warunkach 50-80°C / 10-30 minut korzystnie wptywato
na cechy jakosciowe seréw o obnizonej zawartosci ttuszczu, m.in. intensyfikowato proteolize
oraz procesy peptydolityczne, a dzieki temu zmniejszalo twardos$¢ seréw oraz ograniczato
gorzknienie, co jest ich czesta wada. Zastosowanie dodatkowego startera poddanego obrdbce
termicznej moze by¢ takze sposobem na przyspieszenie dojrzewania seréw podpuszczkowych
dojrzewajacych i tym samym skrécenie tego etapu produkciji.

Aktualnie realizowane przeze mnie zagadnienia badawcze dotycza wykorzystania
potencjatu bakterii octowych do zagospodarowania réznych produktéw odpadowych
(np. glicerolu odpadowego i serwatki kwasnej/podpuszczkowej) oraz mozliwosci wykorzystania
dodatkowych starteréow bakterii mlekowych do zwiekszania zawarto$ci substancji aktywnych
biologicznie, np. bioaktywnych peptydow i ograniczania powstawania niekorzystnych amin

biogennych w serach podpuszczkowych dojrzewajacych.

Moj dotychczasowy dorobek naukowy przedstawitam w Tabeli 11 2.
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Tabela 1. Liczbowe zestawienie dorobku naukowego

Publikacje (z uwzglednieniem prac wykazanych jako osiagniecie naukowe)

Kategoria Przed doktoratem Po doktoracie Lacznie
8 liczba | IF! | MNiSW? | liczba [Ft MNiSW2 liczba [F? MNiSW2

Oryginalne prace - . - 8 17,604 220 8 | 17604 | 220
tworcze z IF
Oryginalne prace 4 i 9 20 - 165 24 : 174
twércze bez IF
Publikacje - - - 2 2,242 35 2 2,242 35
przegladowe z IF
Publikacje - i - 15 - 118 15 : 118
przegladowe bez IF
Rozdziaty . i ) i 1 i 4 1 ) 4
w monografiach
Razem publikacje 4 - 9 46 19,846 542 50 19,846 551
Patenty, komunikaty konferencyjne, inne
Patenty - - - 1 - 25 1 - 25
Postery 15 - - 38 - - 53 - -
komunikaty ustne 4 4
(referaty)
sekwencje DNA
zdeponowane - - - 1 - - 1 - -
w GenBank
udziat w projektach
badawczych i 1 ) i 3 i ) 4 ) )
badawczo-
rozwojowych
artykuty popularno- ) ) i 7 i ) 9 ) )
naukowe
Razem 18 - - 54 - - 72 - 25
LACZNIE 576
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Tabela 2. Zestawienie prac tworczych

. punkty
: liczba o
L.p. nazwa czasopisma publikacji IF wg. numer publikacji
MNiSW
rzed doktoratem
Przemyst Spozywczy
1 (1999) 2 - 2x2 1ID1, IID2
(2001) 1 - 2 11D4
Zywno$c¢. Nauka. Technologia.
2 | jakosé (2001) 1 ) 3 1b3
3 Doniesienia zgloszone 15 i i wymienione w zataczniku
na konferencjach krajowych 4, pkt 111 B
wymienione w zalaczniku
4 Artykuty popularno-naukowe 2 - - 4, pkt 111 1
Razem przed doktoratem - 9
po doktoracie
1 Zywno$¢. Nauka. Technologia.
Jakos¢
(2002) 1 - 3 IID5
(2003) 3 - 3x3 [ID7, 1ID8, 1ID9
(2006) 1 - 4 [ID12
(2015) 2 - 2x13 1ID34, 1ID35
2 Polish Journal of Natural Sciences
(2002) 1 - 2 1ID6
3 Medycyna Weterynaryjna
(2004) 2 - 2x15 [ID10, [ID11
(2007) 2 - 2x10 [ID14, 1ID15
(2008) 4 - 4x10 IID16,11D17,11D18, IID19
(2009) 1 - 6 11ID23
(2010) 1 - 9 H2
(2011) 3 - 3x10 [ID27,11D28, [ID29
(2014) 1 0,218 15 [1A1
4 Postepy Techniki Przetwdrstwa
Spozywczego (2007) 1 - 4 1ID13
(2008) 2 - 2x4 [ID20, ID21
(2009) 1 - 4 1ID24
(2010) 1 - 6 [ID26
(2013) 1 - 4 1ID32
5 Przemyst Spozywczy
(2010) 1 - 6 11D25
(2012) 2 - 2x6 11D30, [ID31
(2018) 1 - 12 11D36
6 Zeszyty Problemowe Postepow
Nauk Rolniczych
(2013) 1 - 9 [ID33
(2018) 3 - 3x13 H1,11D37,1ID38
7 Microbial Pathogenesis
(2015) 1 1,888 20 11A2
8 Applied Biochemistry and
Biotechnology
(2015) 1 1,606 20 11A3
9 Food Microbiology
(2015) 1 3,682 35 H3
(2017) 1 4,090 35 H4
10 | LWT - Food Science and
Technology (2016) 1 2,711 35 11A4
11 | European Food Research and
Technology (2018) 1 1,919 30 H5
12 | Applied Sciences 2x25
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(2018) 2 2X I1A5

(2019) 1,689 11A6
13 Postepy Mikrobiologii

(2019) 1 0,354 15 11A7
14 | Patenty (2015) 1 - 25 1IB1

15 | Rozdziaty w monografiach
(2008) 1 - 4 1ID22

16 | Referaty wygloszone na
konferencjach krajowych 4 - -
i miedzynarodowych

wymienione w zalaczniku
4, pktII K

17 | Doniesienia zgtoszone
na konferencjach 11 - -
miedzynarodowych

wymienione w zataczniku
4, pktIII B

18 | Doniesienia zgtoszone wymienione w zalaczniku

27 - -

na konferencjach krajowych 4, pkt 111 B
19 wymienione w zataczniku
Artykuty popularno-naukowe 7 - - 4, pkt I11 1
Razem po doktoracie 19,846 567
Razem 19,846 576

- po wylaczeniu 5 prac stanowigcych szczegdlne osiggniecie naukowe (IF=9,691, 122 pkt.
MNiSW), warto$¢ mojego pozostatego dorobku naukowego osigga IF=10,155 i 454 pkt.
MNiSW, z czego dla prac opublikowanych po doktoracie [F=10,155, liczba punktow MNiSW -
445,

- Index Hirscha wg Web of Science - 3

- h-index wg Scopus - 4

- liczba cytowan na podstawie Web of Science - 56 (z pominieciem autocytowan - 53)

- liczba cytowan na podstawie Scopus - 62.

7. Inne osiaggniecia zwigzane z aktywnoscia dydaktyczng i organizacyjng

7.1. Dzialalnos$¢ dydaktyczna

Szczegotowy opis zrealizowanych przeze mnie zadan dydaktycznych zamie$citam
w Zatgczniku 4, pkt III I-J. W SGGW w Warszawie, na Wydziale Nauk o Zywnosci,
w Zaktadzie Biotechnologii Mleka, w ktorym nadal pracuje, zatrudniona zostatam
1 wrzes$nia 1996 r. Prace doktorska wykonywatam jako asystent, rownolegle zajmujac sie
dziatalnoscig dydaktyczng i organizacyjng. W ramach pracy na stanowisku asystenta, a nastepnie
jako adiunkt, prowadzitam zajecia dydaktyczne ze studentami I i I stopnia trybu stacjonarnego,
niestacjonarnego i wieczorowego kierunku technologia zywnosci i ZzZywienie cztowieka
na Wydziale Nauk o Zywnoéci (WNoZ), a takze na kierunku bezpieczeristwo zywnosci
oraz towaroznawstwo, realizowanych réwniez na moim macierzystym Wydziale. Zajecia

dydaktyczne z zakresu podstaw przetworstwa mleka prowadzitam réwniez dla studentéw
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studiow stacjonarnych i niestacjonarnych I i II stopnia kierunku zootechnika, realizowanego
na Wydziale Nauk o Zwierzetach SGGW w Warszawie. Od 2013 r. jestem wyktadowca
na Studiach Podyplomowych "Higiena Zwierzqt Rzeznych i Zywnosci Pochodzenia Zwierzecego"
na Wydziale Medycyny Weterynaryjnej SGGW w Warszawie, a wyktady dotycza mikrobiologii
mleka surowego oraz aspektow jakosci mikrobiologicznej produktéw mlecznych.

Jestem autorem lub wspoétautorem programéw licznych przedmiotow, ktore obecnie
réwniez realizuje. Sg to wyktady (w) i ¢wiczenia (¢) prowadzone na Wydziale Nauk o Zywnosci
SGGW dla studentéow kierunku technologia zZywnosci i Zywienie cztowieka z nastepujacych
przedmiotéw: Propedeutyka przemystu spozywczego (¢), Ogoélna technologia zywnosci (¢),
Kierunkowe technologie ZywnoS$ci - Technologia mleka (¢), Technologia Mleka (w, ¢),
Towaroznawstwo surowcow i produktow przemystu spozywczego (w), Polityka wyzywienia
ludnosci (w), Bakterie mlekowe w technologii Zywnosci (w), Wspotczesne trendy w nauce
o zywno$ci i zywieniu - produkty zwierzece (w, ¢), Wspoétczesne technologie (w, ¢), Technologia
specjalizacyjna (technologia mleka) (w, ¢), Postepy w analizie Zywnosci (w, ¢), Seminarium
dyplomowe (¢), Konwersatorium dyplomowe (¢), Podstawy metodologii badan do$wiadczalnych
(¢), Podstawy opracowywania wynikow badan naukowych (¢), kierunku bezpieczenstwo
zywnosci z przedmiotu: Technologia i higiena Zywnos$ci pochodzenia zwierzecego (w, ¢)
i kierunku towaroznawstwo 7z przedmiotu: O0go6lna technologia zywnosci (¢). Liczba
zrealizowanych przeze mnie godzin dydaktycznych w kazdym roku pracy wynosita $rednio
okoto 300.

Od 9 lat jestem koordynatorem przedmiotu Kultury starterowe w przemysle
spozywczym, realizowanego dla studentow studiow II stopnia kierunku biotechnologia
na Wydziale Ogrodnictwa, Biotechnologii i Architektury Krajobrazu SGGW w Warszawie. Bytam
wspotautorem koncepcji tego przedmiotu i opracowywatam obowigzujacy sylabus. Prowadze
z tego przedmiotu zar6wno wyktady, jak i ¢wiczenia laboratoryjne.

Na kierunku technologia zZywnosci i zywienie cztowieka bytam promotorem 45 prac
dyplomowych magisterskich oraz 55 prac inzynierskich, na kierunku towaroznawstwo - 3 prac
inzynierskich i na kierunku bezpieczeristwo zZywnosci - 1 pracy inzynierskiej. Wszystkie trzy
kierunki realizowane sg na Wydziale Nauk o Zywno$ci SGGW w Warszawie. Rdwniez pod moim
promotorstwem powstalo 6 prac magisterskich na kierunku biotechnologia (dawniej
Miedzywydziatowe Studium Biotechnologii SGGW) na Wydziale Ogrodnictwa, Biotechnologii
i Architektury Krajobrazu SGGW.

W latach 2010 - 2014 petnitam funkcje opiekuna studentéw studiéw niestacjonarnych

i wieczorowych kierunku technologia zywnosci i zywienia cztowieka WNoZ SGGW w Warszawie.
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W ankietach przeprowadzanych corocznie moja praca dydaktyczna jest wysoko oceniana
przez Studentéw. Wysoko oceniana bytam takze w czasie hospitacji prowadzonych przeze mnie
zaje¢ wyktadowych i ¢wiczeniowych. ]M Rektor SGGW w Warszawie 3-krotnie przyznal mi
nagrody za dziatalno$¢ dydaktyczna.

Jestem wspotautorem 5 rozdzialdow w skryptach i podrecznikach akademickich, m.in.
rozdziatu "Analiza fizykochemiczna i higieniczna mleka surowego" w "Wybrane zagadnienia
z technologii zywnos$ci", pod red. M. Mitek i M. Stowinski, wyd. SGGW Warszawa, rozdziatu pt:
"Wirowanie i homogenizacja" w "Ogélna Technologia Zywnosci", pod red. E. Dluzewska
i K. Leszczynski, wyd. SGGW Warszawa, oraz trzech rozdziatéw w podreczniku "Wybrane
Zagadnienia z Technologii Zywno$ci Pochodzenia Zwierzecego", pod red. M. Stowinskiego, wyd.
SGGW Warszawa (Ocena mleka surowego i technologia mleka spozywczego, Technologia seréw
podpuszczkowych i twarogowych, Technologia seréw topionych).

Jestem takze wspoétautorem rozdziatu "Przetworstwo Mleka" w podreczniku dla uczniow
szk6t $rednich pt. "Technologia Zywnos$ci. Kierunkowe Technologie. Cze$¢ 11" pod red. E.
Czarneckiej-Skubiny, wyd. Format AB Warszawa oraz rozdzialtu "Wybrane metody
przetwarzania mleka" w monografii wydanej przez Centrum Doradztwa Rolniczego
w Brwinowie, Oddzial w Radomiu pt: "Przetwoérstwo Mleka na Poziomie Gospodarstwa",
przeznaczonej dla hodowcéw bydta mlecznego.

Ponadto, aktywnie uczestniczylam w roéznych wydarzeniach promujacych nauke
prowadzitam otwarte wyktady w ramach: ,Wszechnicy Zywieniowej w SGGW” (wyktad pt. ,Sery
- czy wiesz co jesz”) oraz XVIII i XIX Festiwalu Nauki (wyktady pt. "Dobre zdrowie z serem").
Jestem jednym z wielu wspoétautoréw "Leksykonu Nauki o Zywnoéci i Zywieniu Cztowieka
oraz Polsko-Angielskiego Stownika Terminéw" pod redakcjg Prof dr hab P.P. Lewickiego
(autorstwo ok. 200 haset z zakresu technologii mleka) oraz jednej z serii broszur popularno-
naukowych promujgcych wiedze o wartosci zywieniowej mleka i produktéw mlecznych (pt.:
"Napoje mleczne ... pysznie i zdrowo"), wydanej przez Zwigzek Prywatnych Przetworcow Mleka,
a dofinansowanej z Funduszu Promocji Mleczarstwa. Bralam aktywny udzial w wydarzeniach
promujgcych nauki Sciste wsréd mtodziezy, np. recenzowatam prace zgtoszone na Polskie
Eliminacje Konkursu Prac Mtodych Naukowcéw Unii Europejskiej w 2014 r. oraz bytam jurorem
na XLI Przegladzie Dorobku K6t Naukowych SGGW w Sekcji Zywienie i technologia zywno$ci
(2014 r.).

Swoje umiejetnosci dydaktyczne doskonalitam, uczestniczac w kursach, szkoleniach
i warsztatach. Do najwazniejszych nalezy zaliczy¢ ukonczenie Podyplomowego Studium

Pedagogicznego SGGW w 2003 r. oraz dwdch edycji Letnich Szkét z cyklu "Bakterie fermentacji
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mlekowej - klasyfikacja, metabolizm, genetyka, wykorzystanie", ktore odbyty sie w 1998 i 2003 r.
Odbytam takze szkolenie w zakresie wykorzystania programu Statistica w naukach
biologicznych w 2004 r. oraz szkolenie z zakresu systemow zarzadzania jako$cia w przemysle

spozywczym w 2008 r.

7.2. Dzialalno$¢ organizacyjna

Obok dziatalno$ci naukowej i dydaktycznej istotnym elementem mojej aktywnoS$ci
zawodowej jest dziatalnos¢ organizacyjna. Za najwazniejsze osiggniecie
w tym zakresie, wpisujgce sie takze w dziatalno$¢ o charakterze edukacyjnym, uwazam
pozyskanie funduszy w ramach dwoch projektow finansowanych przez Narodowe Centrum
Badan i Rozwoju, w ramach Dziatania 3.1 ,Kompetencje w szkolnictwie wyzszym” w 0§ III PO
WER "Sciezki Kopernika" (nr projektu WND-POWR.03.01.00-00-C080/16, "Obéz Naukowy
Adamed SmartUp w SGGW") oraz "Trzecia Misja Uczelni" (nr projektu nr projektu WND-
POWR.03.01.00-00-T023/18-01, "Innowacyjny Obéz Naukowy SmartUp"). Pierwszy z tych
projektéw byt realizowany w okresie od 01.10.2016 r. do 30.09.2018 r., a kwota dofinansowania
opiewata na okoto 230 tys. PLN. Drugi projekt, dofinansowany na poziomie okoto 730 tys. PLN,
rozpoczat sie 01.09.2018 r., a zakonczy 31.10.2020 r. W przypadku obu projektéw, jestem
wspotautorem wnioskéw o dofinansowanie, petnitam/e role kierownika projektu, ale takze
bytam jednym z wyktadowcéw prowadzacych zajecia z mtodzieza. Celem obu tych projektow
jest podniesienie i rozwdj, wsrdd uzdolnionej mtodziezy (w wieku 15-19 lat), kompetencji
pozwalajacych na poszerzenie wiedzy specjalistycznej z zakresu pasjonujacych ich dziedzin nauk
Scistych i przyrodniczych, rozwo6j zainteresowan uczestnikdw Projektu oraz pobudzenie ich
aktywnos$ci edukacyjnej i kulturalnej. Powyzszy cel realizowany jest przez organizacje
2-tygodniowych Obozéw Naukowych, na ktérych uczestnicy maja mozliwo$¢ udziatu w zajeciach
teoretycznych i praktycznych, ktére pozwolg im na rozwo6j wiedzy i budowanie kompetencji
kluczowych, niezbednych na kolejnych etapach edukacji. Podczas kazdego Obozu uczestnicy
podzieleni sg na 4 grupy w ramach Sciezek edukacyjnych z zakresu: medycyny i nauk
medycznych, chemii i biochemii, robotyki i programowania oraz fizyki i nowych technologii.
Zajecia prowadza wykladowcy z najlepszych uczelni w Polsce (m.in. SGGW w Warszawie,
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego i Politechniki
Warszawskiej) oraz z Europy (Cambridge University, Oxford University, University College

London, Imperial College London, University of Edynburgh).
Prowadzitam takze zajecia z podstaw technologii mleczarskiej dla mtodziezy

w ramach Projektu Edukacyjnego pt: "Rozwdj kompetencji zawodowych uczniéow Technikum
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ksztatcgcych sie w zawodach: technik obstugi turystycznej, technik mechanik, technik mechatronik,
technik technologii zZywnosci, technik hotelarstwa w Zespole Szkét Ponadgimnazjalnych nr 1
w Opocznie we wspoétpracy z przedsiebiorcami" (nr projektu RPLD.11.03.01-10-0047/16-00),
wspotfinansowanego ze Srodkéw Europejskiego Funduszu Spotecznego Regionalnego Programu
Operacyjnego Wojewodztwa Lédzkiego na lata 2014 - 2020.

Wielokrotnie uczestniczytam w pracach Wydziatlowej Komisji Rekrutacyjnej
oraz w dziataniach majgcych na celu promocje Wydziatu Nauk o Zywno$ci oraz mojej
macierzystej Uczelni na przyktad w czasie Miedzynarodowych Targéw FOOD-EXPO, czy Dni SGGW
(poczatkowo jako Pelnomocnik Dziekana WNoZ SGGW ds. Dni SGGW, a nastepnie jako
Prodziekan ds. dydaktyki i promocji).

Od 2016 r. petnie funkcje Prodziekana ds. dydaktyki i promocji Wydziatu Nauk

o Zywnos$ci SGGW w Warszawie.

7.3. Dzialalnos¢ w towarzystwach naukowych i zespotach eksperckich

Od momentu zatrudnienia w Szkole Gtoéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie
jestem cztonkiem Polskiego Towarzystwa Technologéw Zywnosci. Od 2018 r. jestem cztonkiem
American Society for Microbiology. W 2018 r. zostatam powotana na czlonka Komitetu
Technicznego (KT) nr 35 ds. Mleka i Produktow Mleczarskich Polskiego Komitetu
Normalizacyjnego. Aktywnie uczestnicze w pracach KT, wykonuje tlumaczenia i weryfikacje
ttumaczen z jezyka angielskiego aktéw normatywnych SO, dotyczacych analizy

mikrobiologicznej i fizyko-chemicznej produktéw mleczarskich.

7.4. Otrzymane nagrody i wyréznienia

W czasie pracy w Szkole Gtéwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie otrzymatam 3
Nagrody Rektora SGGW w Warszawie Zespotowe Stopnia I za osiggniecia dydaktyczne (w 2007,
20141 2015r.),aw 2017 r. odznaczenie nadane przez Prezydenta RP, za catoksztalt dziatalnosci

na rzecz uczelni - Medal Srebrny za Dtugoletnia Stuzbe.

7.5. Wspoélpraca z osrodkami naukowymi polskimi i zagranicznymi, recenzje publikacji
Od 2016 r. wspotpracuje z dr Ilong Stefanska z Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej
Szkoty Gléwnej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie w ramach badan nad identyfikacja
genetyczng izolatow Cronobacter spp. na podstawie sekwencjonowania 16S rDNA, analizy PCR-
RFLP i analizy RAPD-PCR, co zaowocowalo publikacja H4, ujeta w gtdwnym osiggnieciu
naukowym. W 2017 r., po ukazaniu sie publikacji H4, nawigzatam wspdiprace naukowa

z wybitnym specjalista z zakresu systematyki, charakterystyki fenotypowej i genetycznej
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oraz patogenno$ci bakterii nalezacych do rodzaju Cronobacter, prof. Stephenem ]. Forsythe'em
i dr Pauline Ogrodzki z School of Science and Technology w Nottingham Trent University (UK).
W ramach tej wspotpracy potwierdzona zostata metodg MLST prawidtowa klasyfikacja szczepu
Cronobacter s37, wyizolowanego z kietkow rzodkiewki do gatunku Cronobacter condimenti.
Wyizolowany przeze mnie szczep Cronobacter condimenti s37 jest drugim wyizolowanym
na Swiecie szczepem z tego gatunku. Dzieki wspotpracy z Prof. S. Forsythe'em i dr P. Ogrodzki,
a takze z dr Tamara Aleksandrzak-Piekarczyk z Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN
w Warszawie, szczep umieszczono w bazie Cronobacter PubMLST pod numerem ID 1896,
a nastepnie w DDBJ/ENA/GenBank pod numerem akcesyjnym RQEO01000001-RQE001000043.
Od 2018 r. wspotpracuje z dr Pritamem Kumarem Dikshitem z osrodka naukowego
The Energy and Resources Institute w New Delhi w Indiach w ramach prac badawczych
nad wykorzystaniem Gluconobacter oxydans do biotransformacji glicerolu odpadowego
do dihydroksyacetonu (DHA), ktérych wyniki opublikowano w publikacji IIA5 (zatacznik 4).
Wykonatam ponadto 20 recenzji publikacji naukowych dla takich polskich czasopism jak:
Polish Journal of Food and Nutrition Sciences, Bulletin of the Veterinary Institute of Pulawy
oraz Acta Scientarum Polonorum-Technologia Alimentaria, a takze nastepujgcych czasopism
zagranicznych: Journal of Dairy Science, Food Microbiology, Scientific Reports, Annals of Clinical
Microbiology and Antimicrobials, African Journal of Biotechnology, Journal of Microbiology
and Antimicrobials, Focusing on Modern Food Industry, African Journal of Food Science, Toxins

(MDPI), Molecules (MDPI), Foods (MDPI) oraz Tropical Medicine and Infectious Disease (MDPI).

7.6. Wspolpraca z przemystem

Obok aktywnos$ci naukowej i dydaktycznej realizuje sie roéwniez, wspoéipracujac
z podmiotami gospodarczymi. W moim dorobku jest pie¢ ekspertyz/opracowan wykonanych
na zamowienie podmiotow zewnetrznych (zatgcznik 4: I1IM).

W roku 2009 wspétpracowatam z Zaktadami Przemystu Ttuszczowego ,Kruszwica” S.A.
w Kruszwicy w zakresie wykonania ekspertyzy, dotyczacej jakoSci mikrobiologiczne;j
surowcow/produktow, ze szczegdlnym uwzglednieniem zanieczyszczenia bakteriami z gatunku
Bacillus cereus wraz z okreSleniem ewentualnej toksycznos$ci wyizolowanych szczepow B. cereus
sensu lato.

W 2009 r. 7zrealizowatam zlecone przez Instytut Przemystu Organicznego
w Warszawie ,Badania mikrobiologiczne dziatania bromfenwinfosu i jego trzech zanieczyszczen
przeciwko dwunastu szczepom drobnoustrojow stosowanych w przemysle spoZywczym”. Badania

dotyczyty okresSlenia wptywu bromfenwinfosu i jego zanieczyszczen, ktdéry jest substancja

61



Anna Berthold-Pluta Zatqcznik 3a

czynng lekow weterynaryjnych przeciwko warrozie u pszczo6t oraz zakazeniom pasozytniczym
u zwierzat hodowlanych, na drobnoustroje celowo stosowane w przemysle spozywczym, takie
jak bakterie kwasu mlekowego oraz drozdze z gatunku Saccharomyces cerevisiae. Wykonane
przeze mnie badania stanowity cze$¢ badan wykonanych w ramach projektu celowego nr 6 ZR7
2007/C06895 pt: "Uruchomienie produkcji substancji aktywnej - bromfenwinfos w Instytucie
Przemystu Organicznego 1 uruchomienie produkcji weterynaryjnego Ssrodka leczniczego
do zwalczania warrozy u pszczét w Biowet-Putawy". Bylam odpowiedzialna za zaplanowanie
eksperymentéw, wykonanie wiekszosci badan i przygotowanie raportu dla zleceniodawcy.
Raport ten byt cze$cig wniosku o rejestracje weterynaryjnego $rodka leczniczego (zawierajgcego
jako substancje aktywng - bromfenwinfos) w European Medicines Agency (EMA) w Londynie.

Wspétpracowatam z firmg ENBIO TECHNOLOGY Sp 2z o0.0. oraz ROBICO
w Warszawie w ramach dwoch zlecen na temat mozliwo$ci wykorzystania sterylizatora
mikrofalowego do sterylizacji $mietanki i retentatu po mikrofiltracji mleka, ktére zaowocowaty
publikacja oraz doniesieniem konferencyjnym z tego zakresu (Zatgcznik 4: 1ID25 i I1IB34,
odpowiednio). W przypadku obu tych opracowan bytam odpowiedzialna za wykonanie badan
mikrobiologicznych oraz wspéttworzytam ekspertyzy.

W 2015 r. wspéipracowatam z firmg POLDER Sp. z 0.0. w ramach realizacji tzw. Matego
Bonu pt: "Opracowanie nowych produktéw wraz z wdrozeniem ich do produkcji". Bratam udziat
w opracowaniu nowej technologii produkcji kreméw mlecznych typu "kajmak”, w tym kremow
kajmakowych bezlaktozowych. Bytam odpowiedzialna za wykonanie badan jakosci i trwatosci
otrzymanych wedlug opracowanej technologii produktéw oraz przygotowanie raportéw
z wykonanych badan.

Znaczna cze$¢ dziatan podjetych przeze mnie w ramach wspotpracy
z przemystem skupiata sie na aktywnos$ci szkoleniowej (zalacznik 4: I1IQ1) z zakresu
mikrobiologii, technologii oraz oceny jakosci mleka i produktéw mlecznych. Bylam
wspotautorem materialow szkoleniowych i wyktadowca na szkoleniach dla cztonkéw Zwigzku
Prywatnych Przetwo6rcéow Mleka, Krajowego Stowarzyszenia Mleczarzy, pracownikéw firmy
JARS Sp. z 0.0. w Legionowie, INTERFOOD Sp. z 0.0. w Warszawie, Spétdzielni Mleczarskiej
w Koninie, Spétdzielni Mleczarskiej w Lasku, a takze specjalistéw z zaktadéw mleczarskich
z Biatorusi.

Wraz z zespotem Zakladu Biotechnologii Mleka opracowatam koncepcje
i materialy na warsztaty dla dziennikarzy, zajmujgcych sie zagadnieniami zwigzanymi
ze zdrowym odzywianiem i u$wiadamianiem na tym polu konsumentéw. Warsztaty pt:

»,Odpowiedzialny producent i swiadomy konsument, czyli co powinnismy wiedzie¢ przed zakupem
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produktéw  ZywnosSciowych” organizowane byly na zlecenie firmy Danone Sp.
z 0.0. W 2007 r. organizowatam takze wyktady i zajecia praktyczne pt: ,Metody okreslania
objetosci lodéw” dla pracownikéw Gtownego Urzedu Miar (zatgcznik 4: 111Q1).

7.7. Osiagniecia w zakresie popularyzacji nauki

W  celu popularyzacji wiedzy o wspoétczesnych trendach w technologii mleka
publikowatam w czasopismach branzowych, gtéwnie sektora mleczarskiego, takich jak Przeglad
Mleczarski i Forum Mleczarskie oraz w innych periodykach o tematyce zwigzanej z jakoscig
i technologia mleka (np. Chéw Bydta, czy Bezpieczenistwo i Higiena Zywnosci). Do tej pory
ukazato sie dziewie¢ artykutéw popularno-naukowych z moim wspoétautorstwem. Szczegdtowy

ich spis zamieS$citam w Zatgczniku 4: 111 16.

Tesllotel dled
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