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Summary

The Bacillus cereus species of bacteria is commonly found in the environment, as well as in raw materials
and foodstuffs. It may cause outbreaks of food-borne infections in humans. The course of the infection can be
twofold: it can either take the form of intoxication — caused by ingestion of food containing B. cereus emetic
toxin (cereulide) — or toxicoinfection, resulting from the presence of enterotoxic B. cereus strains in food which
produce diarrheal type of toxins in the small intestine.

The ability of B. cereus to adapt to certain stress conditions, such as low pH, can influence their survival in
the gastrointestinal tract, mainly the stomach. These bacteria can initially adapt to low pH in the course of
food production or in the original environment of their occurrence, i.e. in the soil. This behavior leads to
a higher acid resistance of the cells and, consequently, in the case of contaminated food ingestion, it may
facilitate the transit of the pathogen to the upper gastrointestinal tract.

The article discusses various aspects of B. cereus survival inside the human gastrointestinal tract, paying
special attention to its upper part. The issues of B. cereus capacity to counter adverse environmental condi-
tions inside the human stomach, as well as the so called cross-resistance of the bacteria have been elucidated.
The following factors have been taken into consideration: the biological state of bacteria (vegetative or spore
form), growth temperature profile, phases of vegetative cell growth, as well as the possible prior exposure of
the bacteria to low pH. The influence of these factors on the resistance of B. cereus spores and vegetative
forms to high acidity has been examined. Finally, the effect of digestive enzymes (pepsin) on the survival of
B. cereus spores and vegetative forms in the medium simulating the human stomach environment have been

analyzed.

Keywords: Bacillus cereus, survival, stomach

Bacillus cereus to bakterie G(+), wzglednie beztle-
nowe, powszechnie wystgpujace w srodowisku, skad
moga przedostawac si¢ do surowcow 1 produktow spo-
zywcezych. Sa izolowane z produktow pochodzenia
zwierzgeego, produktow zbozowych, przypraw i pro-
duktow gotowych do spozycia (4, 9, 25, 29), w ktdrych
dzigki wystgpowaniu w obrgbie gatunku szczepow
psychrotrofowych (1, 3) znajduja warunki rozwoju.

Niektore szczepy B. cereus po SpoZyciu zanieczysz-
czonej tymi patogenami Zywnosci moga wywotywac
u ludzi zatrucia pokarmowe. Wyrdznia si¢ dwa typy
zatru¢ wywolanych przez B. cereus: o przebiegu bie-
gunkowym lub wymiotnym. Te pierwsze powodowa-
ne sa przez enterotoksyny wytwarzane przez komorki
B. cereus w jelicie cienkim, natomiast zatrucie typu
wymiotnego wywolane jest spozyciem pokarmu juz
zawierajacego toksyng — cereulidyne.

Zatrucie typu biegunkowego, z racji swej specyfiki,
zalezy w glownej mierze od przezywalnosci B. cereus

w przewodzie pokarmowym cztowieka. Do czynnikow
limitujacych w najwigkszym stopniu t¢ przezywalnos¢
naleza niskie pH wystgpujace w zotadku 1 obecnos¢
enzymow trawiennych oraz z0t¢ znajdujaca sig w jeli-
cie cienkim 1 obecno$¢ w nim mikroflory autochto-
nicznej w dolnych odcinkach przewodu pokarmowe-
go cztowieka. W wywotywaniu zatru¢ pokarmowych
przez B. cereus duze znaczenie ma takze zdolno$¢
adherowania przetrwalnikéw tego gatunku do komo-
rek nablonka jelitowego oraz ewentualne interakcje
migdzy komorkami wegetatywnymi B. cereus a ente-
rocytami, co umozliwia omawianym drobnoustrojom
zasiedlanie srodowiska jelit.

Wplyw niskiego pH i pepsyny
na przezywalnos$¢ Bacillus cereus
W zotadku na czczo panuje niskie pH (Srednie pH

okoto 2 0) jednak w czasie spozywania pokarmu moze
osiagna¢ warto$ci w zakresie 4,5-5,0 (12). Przy takich
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podwyzszonych wartosciach pH oprocz przetrwalni-
kow takze komorki wegetatywne moga przetrwac wa-
runki panujace w zotadku i w konsekwencji dotrzeé¢
do jelita cienkiego. Skrdcenie czasu przebywania tra-
wionego pokarmu w zotadku lub wystgpowanie w po-
zywieniu zwiazkow ochronnych moze dodatkowo utat-
wi¢ komorkom wegetatywnym B. cereus pokonanie
bariery niskiego pH soku Zzotadkowego.

Bakterie zdolne sa przetrwaé zabdjcze (teoretycz-
nie) dla siebie warunki np. niskiego pH, jesli sa wczes-
niej ,,zahartowane” oddziatywaniem tychze bodzcow,
ale o mniejszej skali. Moze to stwarza¢ powazne pro-
blemy dla bezpieczenstwa zywnosci, gdyz bakterie,
jesli przetrwaja czynniki stresu, na ktore napotykaja
w czasie produkcji zywnosci — np. obrobke cieplna,
odwadnianie czy zakwaszanie — zyskuja wigksza opor-
nosc¢ na te czynniki Pewne znaczenie dla tego zjawi-
ska ma tez oporno$¢ krzyzowa drobnoustrOJ ow, ktora
polega na zwigkszeniu oporno$ci na stres poprzez
wczesniejszy kontakt komorki z innym czynnikiem
stresu. Z tego wzgledu szeroka wiedza o przystoso-
wywaniu si¢ bakterii — szczego6lnie tych bedacych przy-
czyna zatru¢ pokarmowych — do warunkéw stresu,
wydaje si¢ bardzo istotna.

W badaniach nad oporno$cia szczepow B. cereus
na niskie pH oraz zdolno$cia przystosowania si¢ do
wysokiej kwasowosci §rodowiska stwierdzono, ze
szczepy przetrzymywane wstgpnie w srodowisku o pH
6,3 przez 40 minut wykazywaly wyraZzne zwigkszenie
przezywalnos$ci w pH 4,6 przez 20 minut. Liczba bak-
terii byla nawet milion razy wigksza w porownaniu
do liczebno$ci komorek poddanych od razu dziataniu
pH 4,6 (5).

Faza wzrostu bakterii, w tym B. cereus, jest istot-
nym czynmklem wamnkujqcym zdolno$¢ przezycia
w niesprzyjajacym srodowisku. Komorki wegetatyw-
ne B. cereus w fazie zatrzymania wykazuja pewna
oporno$¢ na pH 4,6-5,0, we wstepnej i srodkowe;j
czg$ci fazy logarytmicznej sa najbardziej wrazliwe na
dziatanie kwasu (przezywalnosc ~0,02%), natomiast
w fazie nasycenia ich opornos¢ gwaltownie ros$nie
(przezywalno$¢ nawet 100%) (5, 14). Przyktadowo:
wartosci D (czas w minutach konieczny do zmniej-
szenia liczby drobnoustrojow o 1 jednostke logaryt-
miczna w konkretnym pH) okreslone przy pH 4,0 dla
komorek B. cereus w fazie nasycenia wahaty si¢ od
9 do 38 minut, natomiast dla komoérek w fazie logaryt-
micznej — od 3 do 10 minut (32). Psychrotrofowo$¢
szczepu nie wplywa na kwasoopornos¢ komorek w fa-
zie nasycenia (30).

Nie stwierdzono wptywu inkubacji w warunkach
podwyzszonej kwasowos$ci na zdolno$¢ kietkowania
przetrwalnikoéw B. cereus (2, 30).

Zaobserwowano wptyw obecnosci pepsyny (1,0 g/1)
na komorki B. cereus w fazie nasycenia w bulionie
o pH~4,0, przy czym wartosci D dla szczepoéw psy-
chrotrofowych zmniejszaly sig¢ bardziej niz szczepdw
mezofilnych. Wptyw pepsyny na komorki w logaryt-
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micznej fazie wzrostu w pH~4,5 byt odwrotny, a mia-
nowicie dodatek pepsyny zwigkszat warto$¢ D o oko-
o 60%. Wplyw pepsyny zmniejszat si¢ wraz ze wzros-
tem pH, co moze mie¢ zwiazek z optymalnym pH
aktywnosci tego enzymu (pH 1,2-2,5) (30).

Neosynteza biatek wptywa na opornos¢ kwasowa
B. cereus. Dodatek 70 pg/ml chloramfenikolu, czyli
antybiotyku, ktory hamuje syntezg biatek bakteryjnych,
zmniejszat oporno$¢ komorek B. cereus na kwasowosé
srodowiska (pH 5,5) bez wzgledu na wczesniejsza ich
adaptacje (28).

Podobnie jak w przypadku innych niekorzystnych
warunkow, rowniez subletalne warunki kwasowosci
srodowiska moga wywolywac¢ odpowiedz adaptacyj-
na u bakterii, ktora dziata ochronnie w czasie ewentu-
alnej ekspozycji na zabojczo niskie pH. Ten mecha-
nizm znany jako ATR (acid tolerance response), czyli
odpowiedz tolerancji na kwasowos$¢, opisano u wielu
bakterii patogennych oraz bytujacych w ludzkim
przewodzie pokarmowym (19). Mechanizm ATR jest
waznym elementem przystosowania si¢ patogendw
jelitowych do przezycia pasazu przez zotadek i zwigk-
sza ich wirulencje (21, 24). Komorki wegetatywne
B. cereus rowniez taki mechanizm posiadaja (14, 28).
Odpowiedz komorki na stres kwasowy moze obejmo-
wac: aktywno$¢ ATP-azy lub dekarboksylazy gluta-
minianowej, ktora jest zwiazana z homeostaza we-
wnatrzkomorkowego pH, modyfikacje metaboliczne
1 syntezg biatek w celu ochrony lub naprawy makro-
czasteczek (11).

Mechanizm homeostazy pH odpowiada za utrzyma-
nie wewngtrznego pH komorki na wyzszym poziomie
niz pH srodowiska (pH, > pH) (5). Mechanizm ho-
meostazy pH. u B. cereus indukowany jest przy pH,
ponizej 6,0 (28). Podobne wyniki otrzymano dla in-
nych bakterii Gram-dodatnich (11, 23).

W odpowiedzi na stres komorka bakteryjna wytwa-
rza¢ moze réwniez szereg bialek ochronnych lub na-
prawczych. Biatka te naleza do dwoch kategorii: bia-
tek specyficznych dla jednego rodzaju szoku i biatek
wytwarzanych w przypadku reakcji na rozne stresy.
Bialka wytwarzane jako reakcja na stres kwasowy
(ASP acid shock proteins) naleza do obu wymie-
nionych kategorii (13). U B. subtilis zidentyfikowano
biatko regulatorowe ¢, ktore odpowiada za ekspresje
biatek ASP (18).

Wstepna hodowla komorek B. cereus TZ 415 przy
pH 6,0, 5,51 5,0 powodowata zwigkszenie przezywal-
nosci komorek 10-, 10°- i 10*-krotne w pH 4,0 w po-
réwnaniu ze wstepna hodowla w pH obojetnym (14).
Komorki hodowane w sprzyjajacych warunkach nie
sa dostatecznie przygotowane na szok, jakim jest od-
dziatywanie np. pH 4,0. Komorki B. cereus o dodat-
niej ApH (pH;>pH,) cechowala Zdecydowame lepsza
umiejgtnosé przec1wd21a1an1a stresowi niz tych z ujem-
na warto$cia ApH. Dodatnie ApH sprzyja przedosta-
waniu si¢ protonéw do wnetrza komorki oraz syntez¢
ATP, ktéry dostarcza komoérce niezbednego zapasu
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energii. Stwarza to sprzyjajace warunki do sprostania
negatywnym czynnikom, takim jak niskie pH $rodo-
wiska (5, 28).

Ogolna odpowiedz na stres kwasowy u B. cereus
obejmowala zmiany metabolizmu pirogronianu z ak-
tywacja szlaku fermentacji butanediolu. Natomiast
specyficzna odpowiedz na obecno$¢ kwasu mlekowe-
go i octowego w srodowisku obejmowata modyfika-
cje w obrebie szlaku metabolizmu aminokwaséw (20).
Wykazano, ze adaptacja do niskiego pH u szczepu
B. cereus ATCC 14579 byta wzmocniona w obecnos-
ci glutaminianu, argininy i lizyny, a obecno$¢ agmaty-
ny, ktéra jest inhibitorem dekarboksylazy argininy,

ograniczata przezywalnosc komorek i utrzymanie ho-
meostazy pH, w czasie szoku kwasowego (26).

W przemysle spozywczym w procesach technolo-
gicznych wykorzystuje si¢ rézne kwasy organiczne, czy
to dodawane specjalnie, jak kwas cytrynowy do napo-
jow, kwas octowy do marynat, czy tez wystqpujqce
naturalnie w surowcu lub wytwarzane w czasie pro-
dukeji, jak kwas mlekowy (przemyst owocowo-wa-
rzywny i mleczarski). Sa one niezbedne przy produk-
cji niektorych asortymentoéw wyrobow spozywcezych,
a dodatkowo zapobiegaja rozwojowi bakterii choro-
botworczych w gotowym produkcie.

Kwas mlekowy, octowy, propionowy i cytrynowy
byty, w podanej kolejnosci, najbardziej zabdjcze dla
B. cereus bez wzgledu na wstgpna adaptacjg komo-
rek, a wstgpne narazenie na niskie pH w r6znym stop-
niu zwigkszato opornos¢ B. cereus, w zalezno$ci od
kwasu. Dla kwasow propionowego i winowego opor-
no$¢ komorek zaadaptowanych zwigkszata si¢ okoto
1000-krotnie, natomiast dla kwasu cytrynowego licz-
ba zywych komorek réznita si¢ tylko o 1 rzad logaryt-
miczny. Jedynie w obecnosci kwasu mlekowego ob-
serwowano podobna reakcj¢ komoérek zaadaptowanych
1 niezaadaptowanych na niskie pH (6).

Przezywalno$¢ zaadaptowanych na stres kwasowy
komorek B. cereus byta mniejsza w temperaturze 25°C
niz w 4°C (6). Podobne zjawisko tacznego wptywu
obnizenia temperatury 1adaptacji kwasowej na wzmoc-
nienie opornosci na obnizone pH wykazano rowniez
dla innych patogenéw (8, 16, 17). Ponadto komorki
B. cereus zaadaptowane w niskim pH byty mniej wraz-
liwe na dziatanie wysokiej temperatury niz niezaadap-
towane. Adaptacja na stres kwasowy w pH 6,3/40
minut, pH 5,0/30 minut lub pH 5,5/120 minut powo-
dowata wzrost tolerancji szczepow B. cereus na ogrze-
wanie (5, 7, 22).

Wykazano rowniez, ze czas adaptacji komoérek B. ce-
reus na subletalny zakres podwyzszonej kwasowosci
mial negatywny wptyw na wytwarzanie toksyny HBL
(7).

Wstepna ekspozycja na niskie pH zdecydowanie
zwigkszata kwasooporno$¢ B. cereus, a pH medium
oraz wewngtrzne pH komorki miaty kluczowe znacze-
nie. Komorka reagujac na niskie pH, zwigksza eks-
presje gendow kodujacych biatka szokowe oraz chape-
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rony (5, 11). Zwigkszona tolerancja na srodowisko
kwasowe jest powiazana réwniez m.in. ze wzmozona
synteza enzymow, takich jak dekarboksylaza argininy
czy dekarboksylaza glutaminianu, ktore zaopatruja
komorke w CO, (15). Ponadto, czas dziatania oraz
rodzaj obecnych kwasow organicznych takze wptywaty
na oporno$¢ B. cereus na obnizone pH. Wszystkie
te czynniki powinny by¢ brane pod uwage podczas
doktadnej i szczegbtowej analizy oraz oceny ryzyka
w procesie technologicznym, szczego6lnie tam, gdzie
zakwaszanie jest jedna z metod zapobiegania rozwo-
jowi patogenow m.in. B. cereus (6, 7, 27, 28).

Przezywalnos$¢ Bacillus cereus
w warunkach symulujacych Srodowisko panujace
w zoladku cztowieka

Badania in vitro nad przezywalnoscia bakterii w wa-
runkach symulujacych uktad pokarmowy cztowieka
dotycza gtownie dwoch czgsci przewodu pokarmowe-
go, mianowicie zotadka oraz jelita cienkiego. Pozo-
state cze$ci uktadu pokarmowego maja znikomy wplyw
na zywotnos$¢ B. cereus 1 z tego wzgledu brak jest
danych piSmiennictwa na ten temat.

W badaniach prowadzonych w bulionach o pH 1,0
symulujacych sok zotadkowy z dodatkiem wywaru
z migsa, warzyw lub mleka, zmniejszenie liczby prze-
trwalnikow B. cereus nie przekraczajace 1,5 rzedu
wielko$ci stwierdzono jedynie w bulionie z dodatkiem
warzyw (10). Natomiast w pozostalych dwoch bulio-
nach nie stwierdzono zadnego spadku populacji bez
wzgledu na pH. Przy pH 5,0 we wszystkich bulionach
nastgpowat okoto 10-krotny wzrost liczby bakterii, co
oznacza, ze przetrwalniki zdolne byty do kietkowa-
nia, a komorki wegetatywne do rozmnazania. Ekspe-
rymenty przeprowadzone na komoérkach wegetatyw-
nych przyniosty zgota odmienne wyniki. W pH < 3,5
wystepowal znaczny, wynoszacy minimum 4 rze¢dy
wielkosci, spadek populacji bakterii bez wzgledu na
rodzaj bulionu hodowlanego. W bulionach o pH 5,0
bakterie mnozyly sig, a ich liczba rosta srednio okoto
10-krotnie. Komorki wegetatywne cechowata najwigk-
sza oporno$¢ na niskie pH w bulionie zawierajacym
mleko. Wykazano takze podobna przezywalnos¢ ko-
morek wegetatywnych, jak i przetrwalnikéw w bulio-
nie zotadkowym o pH > 4,5 zawierajacym dodatek
mleka. Efekt ochronny mleka thumaczy si¢ obecnoscia
thuszczu 1 biatka, ktore tworzac kompleksy thuszczo-
wo-biatkowe, moga ,,wigzi¢” bakterie, przez co nie
sa bezposrednio narazone na wptyw niskiego pH. Po-
dobne wyniki otrzymano w badaniach nad szczepami
B. cereus wyizolowanymi z mleka (2) oraz nad szcze-
pami wyizolowanymi z przypadkow zatru¢ pokarmo-
wych i zywnosci (31).

Wijnands 1 wsp. (32) opracowali model opisujacy
liczbg komorek wegetatywnych B. cereus przezywa-
jacych pasaz przez zotadek u ludzi w réoznym wieku
na podstawie wynikoéw eksperymentow przeprowadzo-
nych w symulowanych warunkach soku zotadkowe-
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g0. Zgodnie z tym modelem, 3-12% spozytych komo-
rek wegetatywnych B. cereus moze przetrwaé pasaz
przez zotadek u ludzi mtodych, a 6-26% u ludzi star-
szych, w zaleznosci od fazy wzrostu komorek (wyz-
sza przezywalnos$¢ w fazie nasycenia niz w fazie loga-
rytmicznej) oraz szczepu.

Podsumowanie

Zdolno$¢ adaptacyjna B. cereus do stresogennych
czynnikow, takich jak niskie pH, zwigksza ich przezy-
walno$¢ w przewodzie pokarmowym, gtéwnie w czasie
przebywania w zotadku pokarmu zanieczyszczonego
tymi patogenami. B. cereus moga zosta¢ wstepnie za-
adaptowane do niskiego pH w pierwotnym srodowi-
sku np. w glebie lub w czasie produkcji zywnoSci.
Skutkuje to znacznie wyzsza kwasooporno$cia komo-
rek, co w konsekwencji moze tym patogenom utatwic¢
pasaz przez zotadek.

Adaptacja do kwasnego Srodowiska wzmacnia to-
lerancje kwasowa B. cereus. Zwigkszona oporno$¢ na
niskie pH zwiazana jest z synteza bialek w czasie adap-
tacji do kwasnego srodowiska. Ponadto, czas adapta-
cji i rodzaj kwasu organicznego wplywaja na toleran-
cje kwasowa tych bakterii. Czynniki te powinny by¢
brane pod uwage w ocenie ryzyka bezpieczenstwa
zdrowotnego produktow spozywczych, do ktérych
utrwalania stosuje si¢ metody zakwaszania biologicz-
nego lub chemicznego.

Kwasowos$¢ w zotadku zmienia si¢ w czasie spozy-
wania pokarmu w zaleznosci od jego sktadu i cech
osobniczych cztowieka. Kwasowos$¢ spada, kiedy po-
karm dociera do zotadka i wraz z czasem zaczyna ros-
na¢ do wartosci zblizonych do tych, jakie obserwuje
si¢, gdy zoladek jest pusty. Kwasowo$¢ czynna w zo-
tadku moze osiagnaé wartosci nawet ponad 4,0, a wigc
pH, ktore przezywaja komorki wegetatywne B. cereus.
Liczba komorek, ktére opuszczaja zotadek bedzie si¢
zatem zmniejsza¢ wraz z czasem pasazu, ktory wynosi
srednio okoto 2 godzin. Z tego powodu nie mozna
wykluczy¢ udziatu komorek wegetatywnych w pato-
genezie syndromu biegunkowego, zwlaszcza w czasie
pierwszych minut spozywania pokarmu, kiedy uktad
pokarmowy dopiero rozpoczyna optymalng pracg.
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