
Placa olyginalna

W ostatnich latach szczegolne zainteresowanie mi-
krobiologow i technologów mleczarstwa wzbudza
występujący w mleku surowym Bacillus cereus nale-
żący do bakterii ciepłoopornych, Drobnoustrój ten
może by c przy czynąw ad r ożny chproduktów mleczar -
skich oraz powodować zatrucia pokarmowe ludzi
wskutek wytwarzania w tych produktach enterotok-
syn (7). Drobnoustrój ten stanowi trudny do całkowi-
tego wyeliminowania składnik mikroflory mleka su-
rowego. Do mleka dostaje się zarówno w formie ko-
mórek wegetatywnych, jak i przetrwalników, głównie
podczas i po doju, a więc jużw gospodarstwię. B. ce-
rełs występuje w trawie i innych paszach oraz w kale
i ściołce, aliczba jego przetrwalników wynosi 102-105
w przeliczeniu na 1 g suchej substancji (3,4,7,8).
P i erwo tnym żr ó dŁęm zanie czy szcz eni a j e s t j e dnak g1 e -

ba, w ktorej stwierdzono od 103 do 10] komórek we-
geta§.wnych i od 102 do 105 jtk w 1 g przetrwalników
B. cereus. Niepoządanym zjawiskiem jest, że prze-
trwalniki B. cereus występujące w glebie i kale nalezą
do tzw. szybko kiełkujących w mleku i szybko psują-
cych ten surowiec (I,3,Iż,14). Do zanieczyszczenua
mleka może także dochodzić w wyniku stosowania
niewydenzyfekowane go sprzętu do doj u t przetrzymy -
wania mleka (4, 13,16), Niekiedy drobnoustrój ten
występuje w wymieniq gdyż stwierdzą sięprzypadki
(rzadkie) zapaleh wymienia powodowany ch ptzez
B. cereus (4,1).

Original paper

Celem badah było określenie występowania prze-
trwalników B. cereus w róznych probkach pochodzą-
cychze środowiska gospodarstw, które moze być żród-
łęm zanieczyszczenia mleka podczas lub po doju.

Materiał i metody

Badania przeprowadzono na próbkach pobranych z po-
wierzchni strzyków (66 próbek), z wewnętrznych po-
wierzchni kubków udojowych (68), kału (J05), ściółki (9),
pasz treściwych (3 1 ), kiszonek i sianokiszonek (J l ), siana
(7), trawy ( 1 5), gleby z pastwiska ( l 5) oraz powietrza w hali
udojowej (35). Większość próbek pobierano w dwóch obo-
rach wielkostadnych (80 i l00 krów w stadzie), w dwóch
wybranych gospodarstwachprzez okres jednego roku w od-
stępach 2-miesięcznych. Próbki trawy i gleby z pastwiska
pobierano ty|koprzez 6 miesięcy w sezonie, w którym kro-
wy korzystały z pastwiska. Oznaczęnia liczby B. cereus
w powietrzu hal udojowych wykonywano tylko w wybra-
nych 2 miesiącach roku (sezon jesienno-zimowy),

Próbki z powierzchni strzykow pobierano ze względów
technicznych tylko w jednej z badanych obór co 2 miesią-
ce od B-l0 krów zakażdym Tazem. Stosowano metodę
orientacyjną (9). Polegała ona na zanurzantu i opłukiwa-
niu w B0 cm3 jałowego płynu Ringera w butelce Schotta
o pojemności 100 cm3 kolejno wszystkich 4 strzyków, Bu-
telkę z płynem zamykano, wstawiano do wody z lodem
i przewozono do laboratorium. Przed wykonaniem ozna-
czeńpŁynw butelce uzupełniano jałowym roztworem Rin-
gera do 100 cm3.

Próbki wymazów z wewnętrznych powierzchni kubków
udojowych pobierano takze tylko w jednej oborze, tej sa-

Występowanie Bacillus Gereus
w środowisku pozyskiwania mleka*)

ANNA BERTHOLD, IRENA MOLSKA

Zakład Biotechnologii Mleka Katedry Biotechnologii, Mikrobiologii i Oceny Żywności
Wydziału Technologii Zywności SGGW, ul. Nowoursynowska 159 c,02-787 Warszawa

Beńhold A., Molska l.

0cculrence of Bacillus Geleus 0n milk fams

Summary

The aim of the study was to determine the incidence of Bacillus cereus §pores 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 ofspores ofB. 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 spor€s were present in the air of the milking parlor.

Keywords: Bacillus cereus, milk

*]Badania u,ykonano rł ranrach grantu KBN 6 PO6G 03620



",,l,,.Mćdycyńe:lWet. 2004; 60 (1;",,""" ' ].."."

mej, w której pobierano próbki z powierzchrri strzyków.
Szczypcami wyjałowionyli w alkoholu etylowyrrr pobie-
rano ze słoiczka uprzednio przygotowany jałowy wacik,
zanLlrłano go w jałowym płynie Ringera i okręznyrni nr-
chami zlllywano 1-1_tchem spiralnym całą wewnętrzną po-
wierzchnię cztcrcch kubkow udojowyclr, Wacik z pobra-
nym lnateriałern wkładano do jałowej probówki, apoprze-
wiezienir,l do laboratoriunr do probówki tcj dodawarro
l0 cmr jałowego płynu Ringera i dokładnie tnieszano.

Przy pobieratliu probek w formie stałej (kał, ściółka,
pasze tresciwe, trawa, kiszonki i sianokiszonki, gleba)
\ĄI sposob jałowy przenoszol]o po około 20-30 g badar-rego
tnateriału do jałowych torebek z polipropylcnu, Torebki
szczelnie zatlykano, wkładano do pojenrnika z lodem i nie-
zu,łoczllie przewozol1o do laboratorium,

Probki powietrza zpolnl,eszczeń, w l<tórych odbywał się
dój, pobicrano nletodą sedytlentacyjną według Polskiej
Norllly (l0) stosując pozywkę MYP (Merck. rrr kat.
1.05267). Czas ekspozycji płytek Petriego z tą pozywką
ylynosił 30 minut.

Probki pobrane rł, postaci stałej nieszano z cr.l,entual-
nyrn jednoczesny1-1-1 rozdrobnienienl, a następnie odwaza-
no po 10 g do 90 cm,'płynu Ringera iotrzymywano roz-
cieńczenie 10 . Wszystkie czynności wykonywano zza-
clrorł,anictn warunkow jałowości. W przypadku próbek ki-
szonek iclr rozcieticzerria l0,] doprowadzano do pH ok. 7

przy użvciujałowego roztworu NaOH.
Próbki płynne i przygotou,ane rozcicticzenia l0l pró-

bek staŁ,vch ogrzewano w łazni wodnej w te|Tpcraturze 80"C
+ loC przcz I0 tnitrr.tt lv celu zabicizt wegetatywnych ko-
lnorek bakterii. Następnie próbl<i schładzano do tempera-
ttrry około 30'C l spot,ządzano w tniarę potrzeby dalsze
dziesięciokr-otne ich rozcic1-1czenia. Z każdej probki i jej
rozcieńczei posiewano powierzchniowo po 0, l crnr do
dlvóch rownolcgłych płytek Petriego z uprzednio zestalo-
ną i podsuszoną pozyrł,ką MYP. Inkubację i liczenie wyfo-
słych kolonii prowadzono zgodnie z normą ( l l ).

Liczbę przetrwalnikow B. ceretts określoną w próbkach
z powierzchni strzyków przyjmorł,ano jako orientacyjną
l i czbę przetrwalnikow wy stępuj ącą lla powierzchni 4 str zy -
ków. Liczbę przetr-walnikow B. cel,eu.l określoną w prób-
kach pobranych z powierzchni kubków udojowych przyj-
lllowano jako orientacyjną liczbę przetrwalników na we-
wnętrznej powierzchni 4 kubków udojowych. Po policze-
niu kolonii pobierano nieco matertału z charakterystycz-
nych kolonii l przesiewal]o na pozywkę PCSMA (Merck,
nr kat. 1,1533B) zestaloną w postaci skosow w probów-
kach. W ce lu potwierdzenia przynależności bakterii do _ga-
tunku B. cereu,s u wszystkich izolatów określono zdolnośc
do fennentacji D-glukozy w rł,alunkach względnie beztle-
nowych. wytwarzania acetylometylokarbinolu (acetoiny)
i redukcji azotaDu (V) według metodyki opisanej w Pol-
sl<iej Normie (ll).

Wyniki iomówienie
Wyniki przeprowadzonych badań przedstawiono

w tab, 1.

Na w stęp i e nale ży zaznaczy ć, że w b adani ach o gra-
niczono się tylko do oznaczęnia liczby przetrwalni-
kow B. cereu,s ztego względu, że fonny te mająwięk-
szą mozl iw oŚc zanieczy szczęnia produktów mlecznych
niż komórki wegetatywne, które sąniszczone podczas
cieplnej obrobki mleka. Ponadto tylko w jednej obo-
rze możliwe było pobieranie pfobek z powierzchni
strzykow i kubków udojowych.

Po przebadaniu metodąorientacyjną66 próbek z po-
wierzchni strzyków od 66 krów okazało się, że 7Ioń
tych probek zawierało przetrwalnikt B. cereus, a ich
liczbaw przęliczeniu na 4 strzyki mieściła się w gra-
nicach 1,0 x 10r-1,3 x 10+. Tylko 29Yotychpróbek nie
zawierało ich w ogóle w 1 cm3. Strzyki większości
badanych krów byĘ więc silnie zanięczyszczoneptze-
trwalnikami B. cereus.

€

Tab, l. Wvstępolvanic przetrwalników Bacillus cereus lł,środowisku pozyskiwania mleka

Pow ierzchnia stlzyków,

|lk/4 strzyki

Wewnętrzna powielzchnia kubków
udoiowych, jtk/4 kubki udojowe

Powietrze hali udoiowe j (liczba
B, cereus ogółem), itk/10 dm3

Kał, itk/g

Ściółka, itk/g

Pasza lteściwa, jlk/g

Mieszanki paszowe, |tk/g

Kiszonki i sianokiszonki, itk/g

Siano, ilk/g

Trawa, |tk/g

Gleba, itk/g

35

105

9

31

11

11

7

15

15

66

68

71

54

100

100

100

65

90

64

100

87

100

1,0 x 10ą1,3 x 10a

1 ,0 " 101-6,4 " 102

0,26-4,72

1,0x102-1,2x105

2,5"10-7,1 x103

1,0x10-2,1 "10a
1,0 x 10-3,6 x 103

1,0x10-6,0x102

1 ,0 , 10-7,4 x 102

4,0 x 10-'l ,2 "1l3
1.0x103-2.0x105

0

28

0

3

15

3

5

3

5

0

31

9

12

5

3

3

2

4

l
0

16

0

51

1

1

4

0

0

1

2

0

0

41

0

1

0

0

0

0

10

0

0

1

0

0

0

0

0

0

3



W 37 próbkach(54%) spośrod 68 probekpobranych
z w ewnętrznej powierzchni kubkow udoj owych byĘ
obecne przetrwalniki B. cereus w 1 cm3, aichliczba
wynosiła od 1,0 x 10l do 6,4 x ll2jtk w przeliczeniu
na 4 kubki udojowe. W pozostĄch 31 probkach(46%)
nie stwierdzono przetrwalników B. cereus. Te dane
wskazują że przetrwalniki B. cereus występują we-
wnątrz kubków udojowych i mogą znich przedosta-
wać się do mleka podczas doju. Nalezy podkreślić, że
zastosowana orientacyjna metoda oznaczania prze-
trwalników B. cereus zarówno na powierzchni strzy-
ków, jak i we wnętrzu kubków udojowych nie dawała
możliwości dokładnego oznaczenia ich liczby. Pod-
czas doju do mleka może więc dostawaó się ich wię-
cej nlż stwierdzono. Określenie dokładnej Iiczby Ęch
form zarówno na powierzchni strzykóą jak i kubków
udojowych jest jednakże niezvłykle trudne i brak jest
odpowiedniej metody.

Ze względu na stwietdzoną podobną ltczbęprze-
trwalników B. cereus w próbkach pobranych ze śro-
dowiska obu obór wyniki oznaczeń ujęto w tabeli su-
marycznle. W halach udojowych obu badanych obór
stwierdzono obecność B. cereus w powietrzu. Liczba
B. cereus wahała się od 0,3 jtk do 4,7 jtk w 10 dm3
powietrza (średnio 2,3 jtkw 10 dm]).

Po przebadaniu 1 05 probek kału przetrwalniki B. c e-
reus wyWyto we wszystkich probkach, a ich ltczba
wahała się w większości probek w granicach 102-105
jtk/g. Tylko w jednej próbce IiczbataprzekraczałaI05
w 1 g (1,2 x 105 jtkig). Wiadomo, żękaŁ łatwo zanię-
czyszcza powierzchnię strzykow krów i stanowi po-
w ażne żr o dło przetrwalników ro dzaj l B a c i l l u s w mle-
ku. Stała ich obecność w tym środowisku stanowi więc
znaczne zagrożenie dla jakości mleka.

We wszystkich badanych próbkach ściółki, siana
i gleby, w 64-90Yo probkach paszy treściwej, kiszo-
nek i sianokiszonek oraz mIęszanek paszowych i tra-
wy występowały przetrwalntkt B. cerełs. Ich ltczba
w większości próbek nie przekraczaŁa I03 , a w niektó-
rych tylko (pasze treściwe) wynosiła nieco ponad
1 04 j tk/g. Z kolei w glebie Iiczb a ta zaw ięr ała się w gra-
nicach i03-105 jtWe,

Podczas badań potwierdzających wykazano u izo-
latów B. cereus zdolność do fermentacji D-glukozy
w warunkach względnie beztlenowych. ieduĘi azo-
tanu (V) oraz do wytwarzania acetylomeĘlokarbino-
lu (acetoiny). Na tej podstawie potwierdzono ich przy-
należność do gatunku Bacillus cereus według Polskiej
Normy (11).

B . cereus łatwo dostaj e się do mleka surowego z roż-
nychżrodeł. W naszym kraju brak jest danych odnoś-
nie do występowania tego drobnoustroju na przy|<ład
w kale krow, paszach czy ściołce, skąd możę dosta-
wać się na powierzchnię wymion i domleka. Wyniki
b adań przeprowadzonych w innych kraj ach wykazaĘ,
żę zabrudzone wymię stanowi (obok brudnej instala-
cji udojowej) głowne źrodło zanieczyszczęnia mleka
Ęm drobnoustrojem (3,4,I2). Strzyki łatwo ulegają

zanieczyszczeniu kałem czy glebą zawszę zawterają-
cymi prz etrwalniki r ożny ch gatunkow b akterii. D late -
go powinny być one przed każdym dojem starannie
myte i dezynfekowane. Jak podają Van Heddeghem
i Vlaemynck (4), nawet małe ilości kału czy gleby po-
zostające na strzykach mogązaniec4lścic mleko znacz-
ną Itczb ą prz etrwalnikow b akte r ti. P r zy starannym
umyciu strzyków w 61oń probek mleka spośrod 90
badanych ltczba przetrwalnikow B. cereus wynosiła
nie więcej niz 1 w 10 cm3. Zkolei w mleku pozyska-
nymbez mycia strzyków w 33oń probek stwierdzono
ponad 5 przetrwalników B. cereus w 10 cm3. Te Giffel
i wsp. (3) określali zanleczyszczenię powierzchni strzy-
ków w kilku oborach wielkostadnych po standardo-
wym umyciu wymion. Obecność przetrwalnikow
B. cereus stwierdzili w I] -50oń probek. Slaghuis i wsp.
(I2) wykazali ob ecno ś ć pr zetrw alników B, c e r eu s ĘI-
ko w 1 IYo pr ob ek wymazów ze strzyków. Liczba ptze -
trwalników wynosiła od poniżej 4 do 10 w przelicze-
niu na 4 strzyki.

W porównaniu z danymi piśmiennictwa wyniki ba-
dań własnych świadczą o mniejszej skuteczności my-
cta i dezynfekcji strzyków w badanej oborze. Obec-
ność przetrwalnikow B. cereus stwierdzono bowiem
ażw 7Ioń probek zpowierzchni strzykow, a ich liczba
byŁaznacznie większa niz obserwowana przez innych
autorow. Strzyki niektorych krow byĘ więc silnie za-
nieczyszczone. Nalezy mięć także na uwadze fakt, że
nie wszystkie przetrwalniki B. cereus zostaĘ zmyte
i ichrzeczywista liczba była prawdopodobnie większa.

Zrodłęm zanieczyszczenia mleka przetrwalnikami
B. cereusjest także brudny sprzęt do doju iprzetrzy-
mywania mleka (4, 8). W niniejszych badaniach na 68
probek pobranych z wewnętrznej powierzchni kubków
udojowych w 54oń probek stwierdzono występowanie
przetrwalnikow B. cereus,Ich liczba wynosiła 10|-
-10' jtk w przeliczeniu na 4 kubki udojowe. Brak jest
jednak aktualnych danych piśmiennictwa na temat wy-
stępowania tego drobnoustroju na instalacji do doju,
co uniemozliwia porównanie wyników otrzymanych
w niniejszych badaniach. Dane z tego zakresu zawię-
ra jedynie publikacja Labots i wsp. (8). Autorzy ci
wykazaltw 25%o badanych kubków udojowych lprze-
wodów dojarek przetrwalntkt B. cereus w liczbie 102-
-10a na 1 cm2powięrzchni kubkow. Wyniki otrzyma-
ne w niniejszych badaniach wskazują na zanieczysz-
czenlę większego odsetka kubkow udojowych, co
może by c pr zy c Twąprze do stawani a s i ę do ml eka p o d-
czas doju znacznej liczby przetrwalnikow B. cereus.

Powierzchnia przetrw alnikow B. c ereus j est silnie
hydro fobowa w porówn anil z powierzchnią komórek
wegetatywnych, a także powierzchn tąprzetrw alnikow
innych gatunkow z rodzaju Bacillus (2, 5, 6). Dzięki
temu przetrwalniki te wykazująsilną zdolno ść do prry -
wierania do roznych powierzchni (tworzenie biofilmu),
naprzyŁJad gumy (kubki udojowe), stali kwasoodpor-
nej i tworzyw sńlczny ch (linie technolo giczne). W po -
łączeniu z wysoką opomością na środki myjące i de-



zynfekuj ące oraz kiełkowaniem przetrwalników
w sprzyjających warunkach (w biofilmach), zanie-
czyszczeniavządzeń do doju oraz urządzeń techno-
logicznych w zakładach mleczarskich tym drobno-
ustrojem nie naleządo rzadkości i sąwyjątkowo trud-
ne do usunięcia.

Wszystkie badane probki kału krów, ktory możę
zanie czy szc z ać p owi erzchni ę strzykó w zaw ier aĘ I 02 -

-105 jtk przetrwalnikow B. cereus. Z tnnych danych
(I , 3 , 4, 12) wynika , że liczba ta wahńa się w podob-
nych granicach, tj. od 102 do > 105 w 1 g. Należy więc
wnio skowa c, żę kaŁ krów moze by c przy czy ną znacz-
nego zanieczyszczenla mleka przetrwalnikami B. ce-
reus.

W niniej szych badaniach wykazano , że liczba B . ce-
reus w pomieszczeniach, gdzie odbywał się dój, wy-
nosiła od ponizej 100 do około 500 jtk w 1 m3 po-
wietrza. Podobne wyniki otrzymał Christiansson i wsp.
(1), natomiast znacznie mniejsząliczbę B. cereus
stwierdzili Te Giffel i wsp. (< 10-28 jtk w 1 m') (3).
Trudno jest określić bezpośredni wpĘw zanieczysz-
czenta komórkami B. cereus powtetrza hali udojowej
na jego liczbę w mleku. Ęm niemniej należy zgodzić
się z opinią wielu autorów (I, 3, 4), ze jest on mały
przy doj u mechanicznym. Wszyscy j ednak podkreśla-
ją że dój powinien odbylvać się w wydzielonych, wie-
trzonych i utrzymanych w czystości pomieszczęniach.

Llczba przetrwalników B. cereus stwierdzona
w ściółce i paszach była zbliżona do wynikow uzy-
skanych przęz Te Giffel i wsp. (3) oraz Slaghuis i wsp.
(I2), Liczba przetrwalnikow B. cereus w 1 g probek
tra$y i gleby rown ież była zblizona do danych piśmien-
nictwa (3,12). W niniejszych badaniach stwierdzono
dobrą jakość kiszonek i sianokiszonek, gdyz liczba
przetrwalnikówB. cereusbyła w nich napoziomie 10-
-10'jtkw 1 g, podczas gdy inni autorzy (3,Iż) obser-
wowali większe zaniecryszczenie (od 10 do 105 jtVe).

podsumowanie

Bacillus cereus występuje powszechnie i w znacz-
nej liczbie w środowisku pozyskiwania mleka. Naj-
większa Ilczba przetrwalników B. cereus znajduje się
w glebie (103-105 jtk/g) oIaz w kale (102-105 jtk/g).
Większość (64-90%) pasz także zawleTa przetrwalni-
kt B. cereus, a ich ltczba mieści się w granicach 10-
-104 jtk w 1 8. Powszechne występowanie B. cereus
w miejscu pozyskiwania mleka stwarza niewątpliwe
trudności w całkowitym zabezpleczeniu mleka przed
zanlęczy szczeniem §m drobnoustroj em. O granicze-
nie stopnia tego zanieczyszczeniajest mozliwe tylko
dzięki przestrzeganiu odpowiedniego poziomu higie-
ny doju. Występowanie przetrwalników B. cereus
w ]Iońpróbek zpowterzchni strzykow czryw 54ońpró-
bęk z powierzchni kubkow udojowych oraz tchbrak
w pozostaĘch próbkach wskazuje, że jest możliwe
przeprowadzenie zabiegów higienicznych przed do-
jem w sposób zapewntający eliminację przetrwalni-
ków z tych powierzchnt.
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HELLSTROM L. E., CARLSSON C., BOU-
CHER J. F., MICHANEK P.: Dostawowe iniekcje
wysoko cząsteczkowego hialuronianu §odu w lecze-
niu zapalenia stawów u psów. (Intra-articular
injections with high molecular sodium hyalurona-
te as a therapy for canine arthritis). Vet. Rec. 153,
89-90,2003 (3)

U ludzi u, terapii zapalenia kości i stawórł, coraz powszechniej stosuje się
dostawor,ve iniekcje wysoko cząsteczkowego hialuronianu sodu (HMWSH)
Badania przeprorvadzono na 36 psach w wjeku 1-] l lat o średniej masie ciała
7-55 kg, u których występowało zapalenie starł,u łokciowego, nadgarstka i sta-

rł,ów kręgórł, HMWSH o tnasie cząsteczkorł,ej 'ł 000 000 podawano w iniekcji
do chorych stawów, dwukrotnie w dawcc 3-18 mg w odstępie 3 tygodni. Kontro-
Ia otrzymyu,ała karprofen w dawce 2 mg2 razy dziennie przez okres 4 tygodni
WłaścicieIe psów oceniali nasilenie kulawizny w ska]i od 0 do l00 przed lecze-
niem oraz po 3 i 6 tygodniach po leczeniu. U 77% chorych psów w chorych
stawach występowały zmiany radiologiczne Całkowite wyleczenie uzyskano po

stosowaniu HMWSH po 3 tygodniach u32oń a po 6 tygodniach u 580zó psów,

wyraźnąpoprawę po 3 tygodniach u 79% a po 6 tygodniach u 90% psów W grupie
kontrolnej wartości te wynosiły odpowiednio 21%,27%, 53% ] 53%

G.


