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Occurrence of Bacillus cereus on milk farms

Summary

The aim of the study was to determine the incidence of Bacillus cereus spores in various sources from which
this bacterium may contaminate raw milk. Samples were taken in two farms from air (35 samples), soil (15),
grass (15), bedding (9), feed (hay, silage, concentrate — 60), feces (105). Samples from teat surface (66) and teat

cup surface (68) were taken from one farm.

The highest counts of spores of B. cereus were observed in soil (103-105 cfu per g), feces (102-105 cfu per g),
in various feed (up to 104 cfu per g). Most of the teat surface samples contained high numbers of spores (up to
104 per 4 teats). Low numbers (< 5 per 10 dm?) of spores were present in the air of the milking parlor.
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W ostatnich latach szczegolne zainteresowanie mi-
krobiologéw i technologéw mleczarstwa wzbudza
wystepujacy w mleku surowym Bacillus cereus nale-
zacy do bakterii cieptoopornych. Drobnoustrd) ten
moze by¢ przyczyna wad réznych produktow mleczar-
skich oraz powodowa¢ zatrucia pokarmowe ludzi
wskutek wytwarzania w tych produktach enterotok-
syn (7). Drobnoustroj ten stanowi trudny do catkowi-
tego wyeliminowania sktadnik mikroflory mleka su-
rowego. Do mleka dostaje si¢ zaréwno w formie ko-
moérek wegetatywnych, jak i przetrwalnikow, glownie
podczas i po doju, a wige juz w gospodarstwic. B. ce-
reus wystepuje w trawie 1 innych paszach oraz w kale
i$ciodtce, a liczba jego przetrwalnikéw wynosi 102-10°
w przeliczeniu na 1 g suchej substancji (3, 4, 7, 8).
Pierwotnym zrodtem zanieczyszczenia jest jednak gle-
ba, w ktorej stwierdzono od 10° do 10" komorek we-
getatywnychiod 10°do 10°jtkw 1 g przetrwalnikéw
B. cereus. Niepozadanym zjawiskiem Jest, ze prze-
trwalniki B. cereus wystgpujace w glebie i kale naleza
do tzw. szybko kietkujacych w mleku i szybko psuja-
cych ten surowiec (1, 3, 12, 14). Do zanieczyszczenia
mleka moze takze dochodzi¢ w wyniku stosowania
niewydenzyfekowanego sprzgtu do doju i przetrzymy-
wania mleka (4, 13, 16). Niekiedy drobnoustroj ten
wystgpuje w wymieniu, gdyz stwierdza si¢ przypadki
(rzadkie) zapalen wymienia powodowanych przez
B. cereus (4, 7).

* Badania wykonano w ramach grantu KBN 6 PO6G 03620.

Celem badan bylo okreslenie wystepowania prze-
trwalnikow B. cereus w roznych probkach pochodza-
cych ze srodowiska gospodarstw, ktore moze by¢ zrod-
tem zanieczyszczenia mleka podczas lub po doju.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono na probkach pobranych z po-
wierzchni strzykoéw (66 probek), z wewnetrznych po-
wierzchni kubkow udojowych (68), katu (105), $ci6tki (9),
pasz tresciwych (31), kiszonek i sianokiszonek (11), siana
(7), trawy (15), gleby z pastwiska (15) oraz powietrza w hali
udojowej (35). Wickszos¢ probek pobierano w dwoch obo-
rach wielkostadnych (80 i1 100 krow w stadzie), w dwoch
wybranych gospodarstwach przez okres jednego roku w od-
stepach 2-miesigcznych. Probki trawy 1 gleby z pastwiska
pobierano tylko przez 6 miesiecy w sezonie, w ktorym kro-
wy korzystaty z pastwiska. Oznaczenia liczby B. cereus
w powietrzu hal udojowych wykonywano tylko w wybra-
nych 2 miesiacach roku (sezon jesienno-zimowy).

Probki z powierzchni strzykow pobierano ze wzgledow
technicznych tylko w jednej z badanych obor co 2 miesia-
ce od 8-10 krow za kazdym razem. Stosowano metode
orientacyjna (9). Polegata ona na zanurzaniu i optukiwa-
niu w 80 cm’® jalowego ptynu Ringera w butelce Schotta
o pojemnosci 100 cm?® kolejno wszystkich 4 strzykoéw. Bu-
telke z ptynem zamykano, wstawiano do wody z lodem
1 przewozono do laboratorium. Przed wykonaniem ozna-
czen ptyn w butelce uzupetniano jatowym roztworem Rin-
gera do 100 cm?®.

Prébki wymazow z wewnetrznych powierzehni kubkow
udojowych pobierano takze tylko w jednej oborze, tej sa-
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mej, w ktdrej pobierano probki z powierzchni strzykow.
Szczypcami wyjatowionymi w alkoholu etylowym pobie-
rano ze stoiczka uprzednio przygotowany jatowy wacik,
zanurzano go w jalowym ptynie Ringera 1 okrgznymi ru-
chami zmywano ruchem spiralnym cata wewngtrzna po-
wierzchnig czterech kubkéw udojowych. Wacik z pobra-
nym materiatem wktadano do jatowej probowki, a po prze-
wiezieniu do laboratorium do probowki tej dodawano
10 cm® jalowego ptynu Ringera i doktadnie mieszano.

Przy pobieraniu probek w formie statej (kat, scidtka,
pasze tresciwe, trawa, kiszonki i sianokiszonki, gleba)
W sposob jatowy przenoszono po okoto 20-30 g badanego
materiatu do jatowych torebek z polipropylenu. Torebki
szczelnie zamykano, wkiadano do pojemnika z lodem i nie-
zwlocznie przewozono do laboratorium.

Probki powietrza z pomieszezen, w ktdrych odbywal si¢
doj, pobierano metoda sedymentacyjna wedtug Polskiej
Normy (10) stosujac pozywke MYP (Merck, nr kat,
1.05267). Czas ekspozycji ptytek Petriego 7z tg pozywka
wynosit 30 minut,

Probki pobrane w postaci stalej mieszano z ewentual-
nym jednoczesnym rozdrobnieniem, a nastepnie odwaza-
no po 10 g do 90 ¢m? ptynu Ringera i otrzymywano roz-
cieficzenie 10°'. Wszystkie czynno$ci wykonywano z za-
chowaniem warunkow jatowos$ci. W przypadku probek ki-
szonek ich rozcienczenia 10" doprowadzano do pH ok. 7
przy uzyciu jatowego roztworu NaOH.

Probki ptynne 1 przygotowane rozeienczenia 107 pro-
bek statych ogrzewano w tazni wodnej w temperaturze 80°C
£+ 1°C przez 10 minut w celu zabicia wegetatywnych ko-
morek bakterii. Nastepnie probki schtadzano do tempera-
tury okoto 30°C i sporzadzano w miarg potrzeby dalsze
dziesieciokrotne ich rozcienczenia. Z kazdej probki i jej
rozcienczen posiewano powierzchniowo po 0,1 ¢cm’® do
dwoch rownoleglych plytek Petriego z uprzednio zestalo-
na i podsuszona pozywka MYP. Inkubacje i liczenie wyro-
stych kolonii prowadzono zgodnie z norma (11).
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Liczbg przetrwalnikow B. cereus okreslong w probkach
z powierzchni strzykéw przyjmowano jako orientacyjna
liczbe przetrwalnikow wystgpujaca na powierzchni 4 strzy-
kow. Liczbg przetrwalnikow B. cereus okreslona w prob-
kach pobranych z powierzchni kubkéw udojowych przyj-
mowano jako orientacyjna liczbg przetrwalnikow na we-
wnetrznej powierzchni 4 kubkow udojowych. Po policze-
niu kolonii pobierano nieco materiatu z charakterystycz-
nych kolonii i przesiewano na pozywkg PCSMA (Merck,
nr kat. 1.15338) zestalona w postaci skosow w probow-
kach. W celu potwierdzenia przynaleznosci bakterii do ga-
tunku B. cereus u wszystkich izolatow okreslono zdolnos¢
do fermentacji D-glukozy w warunkach wzglednie beztle-
nowych, wytwarzania acetylometylokarbinolu (acetoiny)
1 redukeji azotanu (V) wedlug metodyki opisanej w Pol-
skiej Normie (11).

Wyniki i oméwienie

Wyniki przeprowadzonych badan przedstawiono
w tab. 1.

Na wstepie nalezy zaznaczy¢, ze w badaniach ogra-
niczono si¢ tylko do oznaczenia liczby przetrwalni-
kow B. cereus z tego wzgledu, ze formy te maja wigk-
sza mozliwo$¢ zanieczyszczenia produktéw mlecznych
niz komorki wegetatywne, ktore sa niszczone podczas
cieplnej obrébki mleka. Ponadto tylko w jednej obo-
rze mozliwe bylo pobieranie probek z powierzchni
strzykow 1 kubkow udojowych.

Po przebadaniu metodg orientacyjng 66 probek z po-
wierzchni strzykow od 66 krow okazato sie, ze 71%
tych probek zawierato przetrwalniki B. cereus, a ich
liczba w przeliczeniu na 4 strzyki miescita si¢ w gra-
nicach 1,0 x 10°-1,3 x 10*. Tylko 29% tych prébek nie
zawierato ich w ogole w 1 em’. Strzyki wigkszosci
badanych krow byty wigc silnie zanieczyszczone prze-
trwalnikami B. cereus.

Tab. 1. Wystepowanie przetrwalnikow Bacillus cereus w srodowisku pozyskiwania mleka

SR Liczba | % probek |  Zakres liczby Liczba prébek
’ probek | dodatnich przetrwalnikdw 10-102 | 102103 | 103104 | 104105 | 105106

Powierzchnia strzykéw, 2 4

itk/4 strzyki 66 " 1,0 x1041,3 <10 0 31 16 0 0
Wewnetrzna powierzchnia kubkéw 1, 9

|udniowych, jtk/a kubki udojowe b8 a LS IRl = : L ! f
Powietrze hali udojowej (liczba . _ _ _ _ _
B. cereus ogotem), jtk/10 dm3 & Ua U2 it

Kat, jtk/g 105 100 1,0 x 102-1,2 x 10° ] 12 51 M 1
Scidtka, jtk/g 9 100 2,5 x10-7,1 x 103 3 5 1 0 0
Pasza tresciwa, jtk/g 31 65 1,0 x 10-2,1 = 104 15 3 1 1 0
Mieszanki paszowe, jtk/g 11 90 1,0 x 10-3,6 x 103 3 3 4 0 0
Kiszonki i sianokiszonki, jtk/g 11 64 1,0 x 10-6,0 x 102 5 2 0 0 0
Siano, jtk/g 7 100 1,0 x 10-7,4 x 102 3 4 0 0 0
Trawa, jtk/g 15 87 4,0 x10-1,2 x 103 5 7 1 0 0
| Gleba, jtk/g 15 100 1,0 x 103-2,0 x 10° | 0 0 2 10 3
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W 37 probkach (54%) sposrdd 68 probek pobranych
z wewnetrznej powierzchni kubkéw udojowych byty
obecne przetrwalniki B. cereus w 1 cm’, a ich liczba
wynosita od 1,0 x 10" do 6,4 x 10? jtk w przeliczeniu
na 4 kubki udojowe. W pozostatych 31 probkach (46%)
nie stwierdzono przetrwalnikow B. cereus. Te dane
wskazuja, ze przetrwalniki B. cereus wystepuja we-
wnatrz kubkdéw udojowych 1 moga z nich przedosta-
wac si¢ do mleka podczas doju. Nalezy podkresli¢, ze
zastosowana orientacyjna metoda oznaczania prze-
trwalnikow B. cereus zardwno na powierzchni strzy-
kow, jak 1 we wnetrzu kubkéw udojowych nie dawata
mozliwosci doktadnego oznaczenia ich liczby. Pod-
czas doju do mleka moze wigc dostawac si¢ ich wig-
cej niz stwierdzono. Okreslenie doktadnej liczby tych
form zaréwno na powierzchni strzykow, jak 1 kubkow
udojowych jest jednakze niezwykle trudne i brak jest
odpowiedniej metody.

Ze wzgledu na stwierdzong podobna liczbe prze-
trwalnikow B. cereus w probkach pobranych ze §ro-
dowiska obu ob6r wyniki oznaczen ujgto w tabeli su-
marycznie. W halach udojowych obu badanych obor
stwierdzono obecno$¢ B. cereus w powietrzu. Liczba
B. cereus wahata si¢ od 0,3 jtk do 4,7 jtk w 10 dm’
powietrza ($rednio 2,3 jtk w 10 dm?).

Po przebadaniu 105 probek katu przetrwalniki B. ce-
reus wykryto we wszystkich probkach, a ich liczba
wahata si¢ w wigkszosci probek w granicach 102-10°
jtk/g. Tylko w jednej probee liczba ta przekraczata 10°
w1 g (1,2 x 10° jtk/g). Wiadomo, ze kat tatwo zanie-
czyszcza powierzchni¢ strzykow krow i stanowi po-
wazne zrodto przetrwalnikow rodzaju Bacillus w mle-
ku. Stata ich obecno$¢ w tym §rodowisku stanowi wigc
znaczne zagrozenie dla jako$ci mleka.

We wszystkich badanych prébkach $cidtki, siana
i gleby, w 64-90% prébkach paszy tresciwej, kiszo-
nek 1 sianokiszonek oraz mieszanek paszowych i tra-
wy wystepowaly przetrwalniki B. cereus. Ich liczba
w wigkszosci probek nie przekraczata 10°, a w niekto-
rych tylko (pasze tresciwe) wynosila nieco ponad
10* jtk/g. Z kolei w glebie liczba ta zawierata si¢ w gra-
nicach 10°-10° jtk/g.

Podczas badan potwierdzajacych wykazano u izo-
latéw B. cereus zdolno$é do fermentacji D-glukozy
w warunkach wzglgdnie beztlenowych, redukcji azo-
tanu (V) oraz do wytwarzania acetylometylokarbino-
lu (acetoiny). Na tej podstawie potwierdzono ich przy-
nalezno$¢ do gatunku Bacillus cereus wedtug Polskiej
Normy (11).

B. cereus tatwo dostaje si¢ do mleka surowego z r6z-
nych zrodet. W naszym kraju brak jest danych odnos-
nie do wystgpowania tego drobnoustroju na przyktad
w kale krow, paszach czy $cidlce, skad moze dosta-
wac si¢ na powierzchni¢ wymion i do mleka. Wyniki
badan przeprowadzonych w innych kraJ ach wykazaly,
ze zabrudzone wymig stanowi (obok brudnej instala-
c¢ji udojowej) gtowne zrodlo zanieczyszczenia mleka
tym drobnoustrojem (3, 4, 12). Strzyki latwo ulegaja
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zanieczyszczeniu katem czy gleba, zawsze zawieraja-
cymi przetrwalniki roznych gatunkow bakterii. Dlate-
go powinny by¢ one przed kazdym dojem starannie
myte 1 dezynfekowane. Jak podaja Van Heddeghem
i Vlaemynck (4), nawet mate ilo$ci katu czy gleby po-
zostajace na strzykach mogg zanieczyscié¢ mleko znacz-
ng liczbg przetrwalnikéw bakterii. Przy starannym
umyciu strzykow w 67% probek mleka sposrod 90
badanych liczba przetrwalnikéw B. cereus wynosita
nie wigcej niz 1 w 10 cm’. Z kolei w mleku pozyska-
nym bez mycia strzykéw w 33% probek stwierdzono
ponad 5 przetrwalnikéw B. cereus w 10 cm’. Te Giffel
1wsp. (3) okreslali zanieczyszczenie powierzchni strzy-
kéw w kilku oborach wielkostadnych po standardo-
wym umyciu wymion. Obecno$¢ przetrwalnikow
B. cereus stwierdzili w 17-50% probek. Slaghuis 1 wsp.
(12) wykazali obecnos¢ przetrwalnikow B. cereus tyl-
ko w 11% probek wymazow ze strzykodw. Liczba prze-
trwalnikow wynosita od ponizej 4 do 10 w przelicze-
niu na 4 strzyki.

W poréwnaniu z danymi piSmiennictwa wyniki ba-
dan wlasnych swiadcza o mniejszej skutecznosci my-
cia 1 dezynfekcji strzykow w badanej oborze. Obec-
no$¢ przetrwalnikdw B. cereus stwierdzono bowiem
az w 71% préobek z powierzchni strzykow, a ich liczba
byla znacznie wigksza niz obserwowana przez innych
autorow. Strzyki nlektorych krow byty wigc silnie za-
meczyszczone Nalezy mie¢ takze na uwadze fakt, ze
nie wszystkie przetrwalniki B. cereus zostaty zmyte
iich rzeczyw1sta liczba byta prawdopodobme wigksza.

Zrédlem zanieczyszczenia mleka przetrwalnikami
B. cereus jest takze brudny sprz¢t do doju 1 przetrzy-
mywania mleka (4, 8). W niniejszych badaniach na 68
probek pobranych z wewngtrznej powierzchni kubkow
udojowych w 54% probek stwierdzono wystgpowanie
przetrwalnikéw B. cereus. Ich liczba wynosita 10'-
-107 jtk w przeliczeniu na 4 kubki udojowe. Brak jest
jednak aktualnych danych pismiennictwa na temat wy-
stepowania tego drobnoustrOJu na instalacji do doju,
co uniemozliwia poréwnanie wynikow otrzymanych
w niniejszych badaniach. Dane z tego zakresu zawie-
ra jedynie publikacja Labots i wsp. (8). Autorzy ci
wykazali w 25% badanych kubkéw udojowych i prze-
wodow dojarek przetrwalniki B. cereus w liczbie 10°-
-10* na 1 cm? powierzchni kubkow. Wyniki otrzyma-
ne w niniejszych badaniach wskazuja na zanieczysz-
czenie wigkszego odsetka kubkéw udojowych, co
moze by¢ przyczyna przedostawania si¢ do mleka pod-
czas doju znacznej liczby przetrwalnikoéw B. cereus.

Powierzchnia przetrwalnikow B. cereus jest silnie
hydrofobowa w poréwnaniu z powierzchnig komérek
wegetatywnych, a takze powierzchnig przetrwalnikow
innych gatunkéw z rodzaju Bacillus (2, S, 6). Dzigki
temu przetrwalniki te wykazuja silng zdolno$¢ do przy-
wierania do réznych powierzchni (tworzenie biofilmu),
na przyktad gumy (kubki udojowe), stali kwasoodpor-
nej 1 tworzyw sztucznych (hme technologlczne) W po-
taczeniu z wysokg opornoscia na srodki myjace i de-
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zynfekujace oraz kietkowaniem przetrwalnikéw
w sprzyjajqcych warunkach (w biofilmach), zanie-
czyszczenia urzadzen do doju oraz urzadzen techno-
logicznych w zakladach mleczarskich tym drobno-
ustrojem nie nalezg do rzadkosci i sa wyjatkowo trud-
ne do usuniecia.

Wszystkie badane probki kalu krow, ktory moze
zanieczyszczaé powierzchnig strzykow zawieraty 10%-
-10° jtk przetrwalnikow B. cereus. Z innych danych
(1, 3,4, 12) wynika, Ze liczba ta wahala si¢ w podob-
nych granicach, tj. od 10° do > 10° w 1 g. Nalezy wigc
wnioskowac, ze kat krow moze by¢ przyczyna znacz-
nego zanieczyszczenia mleka przetrwalnikami B. ce-
reus.

W niniejszych badaniach wykazano, ze liczba B. ce-
reus w pomieszczeniach, gdzie odbywat sig doj, wy-
nosita od ponizej 100 do okoto 500 jtk w 1 m’ po-
wietrza. Podobne wyniki otrzymat Christiansson i wsp.
(1), natomiast znacznie mniejsza liczbg B. cereus
stwierdzili Te Giffel i wsp. (< 10-28 jtk w 1 m?) (3).
Trudno jest okresli¢ bezposredni wplyw zanieczysz-
czenia komorkami B. cereus powietrza hali udojowe;j
na jego liczbe w mleku. Tym niemniej nalezy zgodzi¢
si¢ z opinia wielu autorow (1, 3, 4), ze jest on maty
przy doju mechanicznym. Wszyscy jednak podkresla-
ja, ze d6j powinien odbywac si¢ w wydzielonych, wie-
trzonych i utrzymanych w czystosci pomieszczeniach.

Liczba przetrwalnikéw B. cereus stwierdzona
w $ciolce 1 paszach byla zblizona do wynikéw uzy-
skanych przez Te Giffel i wsp. (3) oraz Slaghuis i wsp.
(12). Liczba przetrwalnikow B. cereus w 1 g probek
trawy i gleby réwniez byta zblizona do danych pismien-
nictwa (3, 12). W niniejszych badaniach stwierdzono
dobrg jakos¢ kiszonek 1 sianokiszonek, gdyz liczba
przetrwalnikow B. cereus bylaw nich na poziomie 10-
-10? jtk w 1 g, podczas gdy inni autorzy (3, 12) obser-
wowali wigksze zanieczyszczenie (od 10 do 10° jtk/g).

Podsumowanie

Bacillus cereus wystgpuje powszechnie i w znacz-
nej liczbie w §rodowisku pozyskiwania mleka. Naj-
wigksza liczba przetrwalnikéw B. cereus znajduje sig
w glebie (10°-10° jtk/g) oraz w kale (10%-10° jtk/g).
Wigkszo$¢ (64-90%) pasz takze zawiera przetrwalni-
ki B. cereus, a ich liczba miesci si¢ w granicach 10-
-10* jtk w 1 g. Powszechne wystgpowanie B. cereus
w miejscu pozyskiwania mleka stwarza niewatpliwe
trudnosci w catkowitym zabezpieczeniu mleka przed
zanieczyszczeniem tym drobnoustrojem. Ogranicze-
nie stopnia tego zanieczyszczenia jest mozliwe tylko
dzieki przestrzeganiu odpowiedniego poziomu higie-
ny doju. Wystgpowanie przetrwalnikow B. cereus
w 71% prébek z powierzchni strzykdw czy w 54% pro-
bek z powierzchni kubkoéw udojowych oraz ich brak
w pozostatych probkach wskazuje, ze jest mozliwe
przeprowadzenie zabiegéw higienicznych przed do-
jem w sposob zapewniajacy eliminacjg przetrwalni-
koéw z tych powierzchni.
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wysoko czasteczkowego hialuronianu sodu w lecze-
niu zapalenia stawéw u psow. (Intra-articular
injections with high molecular sodium hyalurona-
te as a therapy for canine arthritis). Vet. Rec. 153,
89-90, 2003 (3)

U ludzi w terapii zapalenia ko$ci i stawow coraz powszechniej stosuje sig
dostawowe iniekcje wysoko czasteczkowego hialuronianu sodu (HMWSH).
Badania przeprowadzono na 36 psach w wieku 1-11 lat o $redniej masie ciata
7-55 kg, u ktérych wystepowato zapalenie stawu fokciowego, nadgarstka i sta-
wow kregow. HMWSH o masie czasteczkowej 4 000 000 podawano w iniekeji
do chorych stawdw, dwukrotnie w dawce 3-18 mg w odstgpie 3 tygodni. Kontro-
la otrzymywata karprofen w dawce 2 mg 2 razy dziennie przez okres 4 tygodni.
Wrhasciciele psow oceniali nasilenie kulawizny w skali od 0 do 100 przed lecze-
niem oraz po 3 i 6 tygodniach po leczeniu. U 77% chorych pséw w chorych
stawach wystepowalty zmiany radiologiczne. Catkowite wyleczenie uzyskano po
stosowaniu HMWSH po 3 tygodniach u 32% a po 6 tygodniach u 58% psow,
wyrazng poprawg po 3 tygodniach u 79% a po 6 tygodniach u 90% psow. W grupie
kontrolnej wartoéci te wynosity odpowiednio 27%, 27%., 53% i 53%.
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