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Summary

The paper characterizes Paenibacillus genera as well as species occurring in milk and its production environ-
ment. Paenibacillus bacteria are important part of environment. They are isolated from soil, rhizosphere
especially, water, infected larvae, pasteurized food, cow manure, and municipal waste. The importance of these
bacteria arises from their ability to form spores that survive the heat treatment of raw milk (pasteurization).
Paenibacillus bacteria can enter raw milk during milking, from the bedding materials, feed, or teat surfaces,
during the transfer of milk to the tank car, and as post-pasteurization recontamination in the dairy plant. The
spores of Paenibacillus bacteria can germinate in cold storage, and vegetative cells are able to multiply
in pasteurized milk stored at low temperatures and spoil it. So far, there are no Polish data on the presence
of Paenibacillus bacteria or their spores (either their number or range) in raw milk and its production environ-
ment, or in pasteurized milk and milk products. New techniques, such as microfiltration and bactofugation,
prove effective in eliminating psychotrophic bacteria spores (i.e. Paenibacillus bacteria) from raw milk.
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Nazwa Paenibacillus wywodzi si¢ od stowa: paene,
co z tac. oznacza ,,prawie”; w dostownym ttumaczeniu
Paenibacillus to ,,prawie Bacillus”. Do tego rodzaju
zaliczane sa bakterie Gram-dodatnie, przetrwalnikuja-
ce, cieptooporne, pierwotnie przypisywane do rodzaju
Bacillus. Przyktadem jest gatunek P. larvae (kiedys kla-
syfikowany jako Bacillus larvae) wywotujacy zgnilec
amerykanski pszczot (AFB) (5).

Bakterie z rodzaju Paenibacillus sa znaczacym
sktadnikiem $rodowiska przyrodniczego ze wzgledu
na réznorodnos$¢ wytwarzanych enzyméw, zdolnos¢
do wiazania azotu i dziatanie antagonistyczne w sto-
sunku do fitopatogennych bakterii (1, 21, 25).

Charakterystyka taksonomiczna Paenibacillus

Pomimo ze bakterie z rodzaju Paenibacillus formal-
nie sg zaliczane do morfotypu B. subtilis, wykazuja wiele
fizjologicznych i genetycznych cech odrozniajacych je
od B. subtilis, w tym: aktywnos$¢ zblizona do aktywnos-
ci B-galaktozydazy, powodujaca zmiang zabarwienia
kolonii w podtozu X-gal oraz mechanizm wieloleko-
wej opornosci (multiple drug resistance, MDR) na am-
picyling, tetracykling i streptomycyng. Opornos¢ na
antybiotyki nie objawia si¢ w hodowlach bulionowych,
dlatego uwaza sig, ze ta cecha wykrywana na podtozach
stalych jest powodowana przez wytwarzanie substancji
ptynnych o wlasciwosciach $rodka powierzchniowo

czynnego. Pomimo ze oporno$¢ na antybiotyki i obec-
no$¢ genu B-gal, jak rowniez szczeg6lna morfologia tych
bakterii sa stosowane do wizualnej identyfikacji i cha-
rakterystyki rodzaju, trudno jest znalez¢ selektywne kry-
teria dla szczepow zmutowanych pod wzglgdem opor-
nosci.

W 1993 r. Ashiwsp. (2) zaproponowali, aby bakterie
zaliczane do ,,3 grupy” z rodzaju Bacillus przenies¢ do
rodzaju Paenibacillus. W sumie, do rodzaju Paeniba-
cillus zaklasyfikowano juz 25 gatunkéw wczesniej na-
lezacych do rodzaju Bacillus (m.in. P. polymyxa) oraz
jeden nalezacy do Clostridium (obecnie P. durus).
W chwili obecnej klasyfikacja rodzaju Paenibacillus
obejmuje 112 gatunkow oraz 4 podgatunki (List of
prokaryotic names with standing in nomenclature,
www.bacterio.cict.fr/p/paenibacillus.html). Sposréd
wielu przedstawicieli rodziny Paenibacillaceae rodzaj
Paenibacillus jest reprezentowany przez bogaty zbior
rozmaitych gatunkow, ktorych identyfikacja 1 klasyfi-
kacja nie zostata jeszcze zakonczona (13, 27, 32).

Charakterystyka morfologiczno-chemiczna
Paenibacillus

Komorki bakterii z rodzaju Paenibacillus sa to ruch-
liwe pateczki, pojedyncze, proste lub na koncach za-
okraglone, ktore sporadycznie moga by¢ lekko stozko-
wate lub zakrzywione. Wystepuja jako Gram-ujemne lub



Medycyna Wet. 2010, 66 (9)

Gram-zmienne. Srednica komérek wynosi 0,6-0,9 pm,
za$ dtugos¢ 3-6 um. Endospory sa elipsoidalne lub cy-
lindryczne, zlokalizowane subterminalnie lub czasami
paracentralnie. Kolonie rosnace w podtozu TSA w tem-
peraturze 30°C/4 dni nie sa przezroczyste, maja lekko
kremowa barwe, sa wypukte, okragte, z szorstkimi lub
rozlanymi przezroczystymi brzegami i matowa po-
wierzchnia. Ruchliwe mikrokolonie moga rozprzestrze-
nia¢ si¢ po powierzchni agaru ze skretem zgodnym
z ruchem wskazowek zegara, czyli odwrotnie niz u Ba-
cillus mycoides. Kolonie maja $rednic¢ od 1 do 2 mm
(26).

Zawarto$¢ par zasad G + C w DNA bakterii naleza-
cych do tego rodzaju waha si¢ od 51,6 mol% dla szcze-
pu P. lactis MB 1871T do 51,7 mol% dla szczepow
P lactis MB 1928 i P. lactis MB 2035. Z kolei dominu-
jacymi kwasami w komorce bakterii z rodzaju Paeni-
bacillus sa: anteiso-C15:0 (38,5 + 5,3% wszystkich kwa-
sow tluszczowych), C16:0 (23,9% + 6,7), iso-C15:0
(11,1% + 1,4), anteiso-C17:0 (5,4% <+ 1,9), is0-C16:0
(5,4% £ 1,4),1s0-C17:0 (4,8% = 1,2), Cl6:1v11c (4,3%
+ 1,3), C14:0 (3,1% =+ 1,4), is0-C14:0 (2,0% = 0,6)
1 C15:0 (1,0% £ 0,7), procentowy udziat kwasow thusz-
czowych réznych szczepow z rodzaju Paenibacillus
przedstawiono w tab. 1 (26, 28).

Bakterie z rodzaju Paenibacillus sa izolowane z roz-
nych srodowisk, w tym z: gleby, ryzosfery, wody, larw
zakazonych chorobami i zywnos$ci pasteryzowanej,
a takze z katu kréw i $§ciekow komunalnych (1, 4, 7, 15,
26, 31). Wykrywane byty rowniez w linii produkujacej
masg papierowa przeznaczong na opakowania dla zyw-
nosci (22).
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Aktywnosé biochemiczna Paenibacillus

Bakterie z rodzaju Paenibacillus rosna w warunkach
tlenowych w zakresie temperatury 15-55°C, za$ opty-
malny zakres temperatur to 30-40°C. Optymalna war-
tos¢ pH dla ich wzrostu wynosi 7,0, za§ minimalna znaj-
duje si¢ w zakresie 5,0-6,0, natomiast maksymalna 10,5-
-11. Fizjologicznie wykazuja zro6znicowana charaktery-
styke¢. Jedna z wyrdzniajacych cech tych bakterii jest
zdolno$¢ degradacji r6znych czasteczek o duzej masie,
jak: biatka, polisacharydy i policykliczne weglowodory
aromatyczne (2, 7).

O szerokich zdolnosciach metabolicznych bakterii
z rodzaju Paenibacillus $wiadczy przyktad Paenibacil-
lus macerans, ktore sa zdolne do fermentowania glicero-
lu, heksoz, deoksyheksoz, pentoz, celuloz i hemiceluloz.
Bakterie te nie hydrolizuja kazeiny. W tescie API 20E,
bakterie z rodzaju Paenibacillus daja pozytywny wynik
dla hydrolizy o-nitrofenylu B-D-galaktopiranozydu, za$
ujemny w reakcji na dihydrolazg argininy, dekarboksy-
lazg lizyny, dekarboksylazg ornityny, wykorzystanie
cytrynianéw, wytwarzanie siarkowodoru, urezy, deami-
nazy tryptofanu, wytwarzanie indolu i hydrolizg Zelaty-
ny. W tescie API 50CH wynik pozytywny notuje si¢ dla
hydrolizy eskuliny, natomiast kwas jest wytwarzany
(bez powstawania gazu) z: amygdaliny, L-arabinozy, ar-
butyny, D-celobiozy, D-fruktozy, D-glukozy, glikogenu,
laktozy, maltozy, mannitolu, D-mannozy, D-melibiozy,
D-rafinozy, rybozy, skrobi, sacharozy, D-trehalozy,
D-turanozy, L-fukozy, galaktozy, gencjobiozy, glukonia-
néw, D-melezytozy, metylo-aD-glukopironozydu, me-
tylo-BD-ksylopironozydu i salicyny. Wynik ujemny od-
notowuje si¢ dla: D-adonitolu, D-arabitolu, L-arabitolu,

Tab. 1. Sklad komérkowych kwaséw tluszczowych szczepéw bakterii z rodzaju Paenibacillus (udzial procentowy w ogodlnej

zawartosci kwasow tluszezowych) (wg 26, 28)

Sktad kwasow P. lactis sp. nov. Paenibacillus sp. P. lautus P. glucanolyticus P. macerans P. polymyxa
ttuszczowych MB 1871T MB 2039 NRRL NRS-666T DSM 5162T JCM 2500T JCM 2507T
Nasycone kwasy ttuszczowe
C 14:0 0,9 0.8 1.1 0,8 3,7 04
C 15:0 2,7 6,6 0,3 0,7 0,5 0,3
C 16:0 9,7 9,2 15,6 11,2 17,9 9,3
C17:0 0,6 1,6 NB NB NB NB
Nienasycone kwasy ttuszczowe
C16:1v7c alkohol 0,6 NB NB NB NB NB
C16:1viic 4,2 NB 2,0 0,5 0,1 NB
Rozgatezione kwasy ttuszczowe
is0-C14:0 1,2 1,7 0,8 1,4 7,9 0,5
is0-C15:0 11,5 8,4 15 3,2 2,6 1,0
is0-C16:0 6,7 13,5 14 13,9 16,4 5,6
is0-C17:0 5,6 5,4 1,2 2,0 0,6 1,6
anteiso-C15:0 45,9 44,5 57,3 56,5 36,1 62,9
anteiso-C17:0 9,6 8,3 9,7 8,2 12,2 16,9
iso-C17:0v10c 0,9 NB 0,2 0,2 NB NB

Objasnienie: NB — nicobecne
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dulcytolu, erytrytolu, D-fukozy, glicerolu, inuliny, 2-keto-
- D-glukonianu, 5-keto-D-glukonianu, ksylozy, metylo-
-oD-mannopironozydu, D-mannozydu metylu, ramnozy,
sorbitolu, L-sorbozy, D-tagatozy lub ksylitolu (16, 26).

Inna cecha bakterii z rodzaju Paenibacillus wystgpu-
jacych w srodowisku roslinnym jest zdolno$¢ do wia-
zania azotu, chociaz azotany redukuja zmiennie, za$
w reakcji Voges-Proskauera daja wynik ujemny lub sta-
bo dodatni (4, 10, 32). Niektoére szczepy Paenibacillus
wytwarzaja takze substancje o dziataniu przeciwbak-
teryjnym lub grzybobojczym (3, 6, 20, 21). Niektore
Paenibacillus sa silnie proteolityczne. Na przyktad
P. polymyxa sa zdolne do wytwarzania lecytynazy,
W czym przypominaja bakterie z grupy B. cereus. Nale-
zy podkresli¢, ze zdolnos$¢ B. cereus do wytwarzania
lecytynazy (fosfolipazy C) dotychczas pozwalata na od-
roéznienie bakterii tego gatunku od pokrewnych gatun-
kéw z rodzaju Bacillus (8).

Znaczenie bakterii z rodzaju Paenibacillus
w mleczarstwie

Znaczenie bakterii tego rodzaju wynika z ich zdol-
nosci do wytwarzania przetrwalnikow, ktore przetrzy-
muja proces obrobki termicznej mleka surowego. Po
wyeliminowaniu mikroflory pochodzacej z reinfekcji
popasteryzacyjnej (przede wszystkim Gram-ujemnych
nieprzetrwalnikujacych bakterii psychrotrofowych), to
bakterie Gram-dodatnie cieptooporne, w tym przetrwal-
nikujace, maja najwigkszy wptyw na jako$c¢ 1 trwatos¢
mleka. Wielu autoréw stwierdza, ze po wstgpnym ogrza-
niu zawiesin przetrwalnikow w temperaturach subletal-
nych (np. 60°C przez 1 godz. lub 70°C przez 30 min.)
moze nastapi¢ przyspieszenie i zwigkszenie tempa ich
kietkowania. Efekt ten okres$la si¢ mianem aktywacji
termicznej. Badania prowadzone w ostatnim dziesigcio-
leciu wskazuja, ze bakterie rodzaju Paenibacillus nale-
73 do mikroflory cieptoopornej psychrotrofowej, pozo-
stajacej w mleku po pasteryzacji (9, 12, 17-19, 23). Za-
tem wydtuzenie trwalosci i poprawa Jakosc1 mlkroblo-
logicznej mleka pasteryzowanego i produktéw mleczar-
skich musza by¢ osiagane poprzez redukcje liczby tych
bakterii (5, 12, 29, 33, 34). Przetrwalniki bakterii z ro-
dzaju Paenibacillus moga kietkowa¢ w warunkach
chtodniczych, za§ powstate komorki wegetatywne roz-
wija¢ si¢ w mleku pasteryzowanym przechowywanym
w takich warunkach (tab. 2) (19, 24). Dotychczasowe
badania realizowane w Polsce, wskazuja na obecnos¢
Paenibacillus taichungensis 1 P. zabuli w mleku paste-
ryzowanym. Dotychczas brak jest jednak krajowych
danych, dotyczacych liczby i zakresu wystgpowania tych
bakterii oraz ich przetrwalnikow w mleku surowym
i sSrodowisku jego pozyskiwania oraz w mleku po pas-
teryzacji i w produktach mlecznych.

Bakterie z rodzaju Paenibacillus moga dostawac si¢
do mleka w czasie doju, ze §cidiki, paszy, powierzchni
strzykow, podczas przetadunku do tankocysterny i w
czasie transportu oraz jako zanieczyszczenie popaste-
ryzacyjne w zakladzie mleczarskim (14, 26, 30). Naj-
czgstszym jednak zrodlem zanieczyszczenia mleka przez
bakterie z rodzaju Paenibacillus jest etap doju (18).
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Tab. 2. Liczba izolatéw bakterii z rodzajéw Bacillus i Paeni-
bacillus w mleku pasteryzowanym i chlodniczo przechowy-
wanym (19, 24)

Czas Rodzaj
Telmpera!}l ’f,‘c przechowywania
pasteryzacii (°C) (dni) Bacillis | Paenibacillus
1 39 2
1 21 7
72,9 14 3 22
21 0 23
facznie 63 54
1 31 4
7 19 8
71,2 14 3 27
21 1 25
facznie 54 64
1 29 0
1 20 6
79,9 14 3 18
21 0 31
tacznie 52 55
1 32 1
7 22 8
85,2 14 2 24
21 4 24
tacznie 60 57
120
I Bacillus
1004 B Paenibacillus
3 804
el
&
°
N 60+
(3]
K<)
8
= 40-
204
R R T 14 17
Czas przechowywania [dni]

Rye. 1. Liczba izolatéw bakterii zidentyfikowanych jako na-
lezacych do rodzajéw Bacillus (n = 222 w kazdym dniu ana-
liz) lub Paenibacillus (n = 125 w kazdym dniu analiz) (wg 24)

W 2007 r. Huck i wsp. (17, 19) wykazali, ze wsrod
385 izolatow bakteryjnych pobranych z mleka pastery-
zowanego przechowywanego chtodniczo lub $rodowi-
ska produkcyjnego 35% stanowity bakterie z rodzaju
Bacillus, zas 65% Paenibacillus. Wyniki zostaty po-
twierdzone analiza genetyczng izolatéw. Ranieri i Boor
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(24) stwierdzili obecno$¢ izolatow Paenibacillus z mle-
ka HTST z 18 zakltadow mleczarskich (odsetek izola-
tow bakterii z rodzaju Paenibacillus wynidst 21% spo-
srod wyizolowanych bakterii). Wykazano takze wzrost
liczby komorek z rodzaju Paenibacillus wraz z uply-
wem czasu chlodniczego przechowywania mleka (ryc. 1).
Dotychczas brak jest informacji dotyczacych przetrzy-
mywania przez bakterie z rodzaju Paenibacillus stery-
lizacji mleka systemem tradycyjnym lub UHT. Niekto-
re szczepy Paenibacillus moga jednak wytwarza¢ su-
percieptooporne przetrwalniki wytrzymujace tempera-
turg przewyzszajaca 120°C (14).

Badania amerykanskie dowodza, ze bakterie z rodza-
ju Paenibacillus, ktore sa obecne w mleku surowym na
poziomie znacznie nizszym niz 1 przetrwalnik/cm’, sa
zdolne do namnozenia si¢ w liczbie ponad 2,0 x 10*
j.tk/cm® i moga powodowaé zepsucie mleka HTST
przetrzymywanego w warunkach chtodniczych (6°C)
przez ponad 14 dni. Pod tym wzgledem przewyzszaja
liczbg bakterii z rodzaju Bacillus domlnu]qcych W mi-
kroflorze przetrwalnikujacej mleka surowego 1 mleka
bezposrednio po pasteryzacji (24). Bakterie z rodzajow
Bacillus 1 Paenibacillus, gtdbwnie szczepy psychrotro-
fowe, powoduja nie tylko zepsucie produktow mlecz-
nych, ale wywotuja w nich rowniez szereg wad smako-
wo-zapachowych. Znane sa jako przyczyna wady zwa-
nej z angielskiego ,broken” lub ,,bitty cream”, objawia-
jacej si¢ w poczatkowym stadium powstaniem flokula-
cji w warstwie $mietanki w pasteryzowanym mleku.
Uwaza sig, ze jest to efekt dziatalnosci lecytynazy (fos-
folipazy C) wytwarzanej przez niektore szczepy tych
bakterii. Ponadto, obecnos¢ szczepow o zdolnosciach
proteolitycznych moze prowadzi¢ do koagulacji kaze-
iny bez wzrostu kwasowosci mleka, a taka wada okres-
lana jest nazwg ,,skrzep na stodko”.

W skutecznym eliminowaniu z mleka surowego prze-
trwalnikéw bakterii psychrotrofowych pomocne okazuja
si¢ nowe techniki stosowane w produkcji mleka spo-
Zywczego pasteryzowanego, takie jak mikrofiltracja czy
baktofugacja (8, 11).
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