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Summary

The aim of this study was to identify certain biochemical features in 691 B. cereus strains isolated from raw
milk and the environment of milk production. At the first stage of the study the following abilities were
observed in all the examined strains: the fermentation of D-glucose in facultative anaerobic conditions, the
production of acetylmethylcarbinol (Voges-Proskauer reaction), the reduction of nitrates to nitrites, the
production of acid from D-xylose, L-arabinose, D-mannitol and galactose, the hydrolysis of casein, gelatine
and tributyrin and the ability of haemolysis. At the second stage, 142 chosen strains were subject to a detailed
analysis of biochemical features with the application of API SOCH and API 20E tests (BioMerieux Polska
Sp. z 0.0.).

The study confirmed the occurrence of the typical features for B. cereus as specified in Bergey’s taxonomy
in all the examined strains: i.e. the ability of gelatine and casein hydrolysis, the fermentation of D-glucose, the
production of acetoine, the reduction of nitrates to nitrites, and the lack of the ability of D-xylose and
L-arabinose fermentation. 27% of the examined strains had an ability of lactose fermentation, which is untypical

for B. cereus. 72% of the strains had the ability of tributyrin hydrolysis.
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Bacillus cereus jest jednym z wazniejszych gatunkéw
bakterii przetrwalnikujacych obecnych w mleku suro-
wym, a takze srodowisku jego pozyskiwania (3, 4). Drob-
noustrdj ten uwaza si¢ za jeden z najbardziej szkodli-
wych zwlaszcza w mleku spozywczym pasteryzowanym,
gdyz moze wywolywa¢ zatrucia pokarmowe wskutek
wytwarzania enterotoksyn, a takze powodowac rézne
wady produktéw mleczarskich. W warunkach krajowych
dotychczas nie prowadzono szerszych badan nad cha-
rakterystyka szczepow Bacillus cereus pochodzacych ze
srodowiska oraz z surowcow przemystu spozywczego.
W zwiazku z tym za cel niniejszych badan przyjeto okres-
lenie wybranych cech biochemicznych i fizjologicznych
réznych szczepow B. cereus wyizolowanych z mleka
surowego oraz srodowiska jego pozyskiwania.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono na 691 szczepach Bacillus ce-
reus wyizolowanych z mleka surowego oraz srodowiska jego
pozyskiwania, w dwoch etapach. Liczbg szczepow badanych
w obu etapach oraz zrodto ich pochodzenia zamieszczono
w tab. 1. W etapie I u wszystkich 691 szczepow B. cereus

* Badania wykonano w ramach grantu KBN 6 PO6G 03620.

okreslono: zdolno$¢ fermentowania D-glukozy w warunkach
wzglednie beztlenowych, wytwarzania acetylometylokarbinolu
(acetoiny) (reakcja Voges-Proskauera), redukowania azotanow
do azotynow (19), wytwarzania kwasu z D-ksylozy, L-arabi-

Tab. 1. Zestawienie liczby badanych szczepow B. cereus

R Liczba badanych szczepéw

Etap | Etap Il
Mleko surowe 152 28
Kat 221 40
Pasze A 19
$cidtka 6 4
Powierzchnia strzykéw 142 27
Powierzchnia kubkow udojowych 38 7
Trawa 19 4
Gleba 29 5
Powietrze hali udojowej 8 4
Woda do mycia wymion 5 4
Razem 691 142
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nozy, D-mannitolu i galaktozy
(2), zdolno$¢ hydrolizy kazeiny,
zelatyny (5) i tributyryny oraz
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Tab. 2. Wybrane cechy biochemiczne szczepow B. cereus okreslone w 11 etapie metoda API

S0CH

zdolno$¢ hemolizy. i:':iz::: API 50 CHB* Bergey’s | Logan | Rangasamy | Giffel
Zdolno$¢ szczepdw do hydro- S Manual | iBerkeley | iwsp i wsp

| AC0. i B. B. : :
lizy tributyryny okreslono na Badany zwiazek . "':':;Z';ze' L‘l:f&lls c;reus (2) (11) (13) (9)

pozywce Tributyrin Agar Base

firmy Merck (nr kat. 1.01957). % szczepéw fermentujacych dany zwigzek

Badane szczepy posiewano ry- |Glicerol 7 44 68 > 90 92 b.d. 100
sowo ezg na podsuszong pozyw-

ke w plytkach Petriego i inkubo- | V022 82 98 93 b.d. 97 92 100

wano w temperaturze 30°C |Galaktoza 14 7 1 b.d. 6 23 2

o . .

+ 1°C przez 3 dni. Po tym czasie | 57 100 100 100 > 90 100 100 100
kolonie szczepow wykazujacych

zdolnos$¢ do hydrohzy tributyry_ D-fruktoza 99 99 100 b.d. 98 100 99
ny (%toczone byly przezroczysta |p-mannoza 49 23 1 b.d. 0 46 24
stretq.

Wiasciwosci hemolityczne | Inozvtol 0 1 0 <10 4 0 2
szczepdw badano stosujac goto- | a-metylo-D-glukozyd 1 1 0 b.d. 2 0 2
we plytki z podtozem Columbia ,

z dodatkiem 5% krwi baraniej N-acetylo-glukozoamina 99 96 100 b.d. 99 100 100
firmy Argenta Sp z o.o. (nr kat. | Amigdalina 18 21 31 b.d. 8 19 40
PB 5039A). Szczepy B. cereus |y yn 91 80 85 b.d. 91 92 100
posiewano rysowo eza na po-

wierzchnie pozywkl iinkubowa- |Eskulina 100 85 93 > 90 100 100 100
no w temperaturze 30°C przez | ggjigyna 93 65 68 | 11-89 87 92 98
24-48 godzin. Wystgpienie kla- :

rownych przejrzystych stref wo- Celobioza 58 56 62 b.d. 84 27 96
kot wzrostu §wiadczyto o wias- | maltoza 100 100 100 > 90 98 100 100
ciwosciach hemolitycznych. Lo - - - - 2 = ;
Jako wynik negatywny przyjeto |-t 0c <

brak strefy hemolizy po 48 go- |Sacharoza 37 58 56 > 90 47 50 21
dzinach inkubacji. Trehaloza 100 100 93 > 90 98 100 100

W etapie Il przeprowadzono
szczegOtowe badania cech bio- |Skrobia 45 100 0 > 90 96 89 98
chemicznych z zastosowaniem |gjiyggen 41 % 0 b.d. %2 89 100
testow API 50CH 1 API 20E o
(BioMerieux Polska Sp. z 0.0.) |/-gentiobioza 9 3 1 b.d. 18 0 3
oraz okreslono miano hemolizyn |Tyranoza 0 3 14 b.d. 15 0 0
u wybranych 142 szczepow S ” . 7 . o : 7
sposrod 691 badanych szczepow ukontan =

zestawionych w tab. 1. Do dru-
giego etapu badan wybrano
szczepy w sposob losowy tak,
aby w etapie 1l znalazto si¢ co najmniej 20% szczepow z kaz-
dego badanego $rodowiska, ale nie mniej niz 4 szczepy. Ba-
dania przeprowadzono $cisle wedtug instrukcji producenta
testow API 50CH i API 20E.

Do okreslenia miana hemolizyn zastosowano metodg opra-
cowang dla celéw niniejszych badan. Do 25 c¢m® bulionu
moézgowo-sercowego firmy Merck (BHI, nr kat. 1.10493)
w kolbach Erlenmayera przenoszono eza niewielka ilos¢ ma-
teriatu 24-godzinnej hodowli wybranych szczepow. Kolby
z zaszczepionym bulionem inkubowano w tazni wodnej w tem-
peraturze 32-35°C przez 16-18 godzin przy ciaglym wstrza-
saniu (250 obr./min.). Nastgpnie hodowle przesaczano przez
saczki mikrobiologiczne (Minisart, & 0,22 um, Sartopol,
nr kat. SM17597K), a z otrzymanego bezkomorkowego prze-
saczu sporzadzano szereg dwukrotnych rozcienczen w roz-
tworze fizjologicznym. Z kazdej probowki z przesaczem nie-
rozcienczonym lub rozcienczonym przenoszono po 0,1 cm?
do kolejnych jatowych 7 metalowych cylinderkow (& 7 mm)
umieszczonych na powierzchni pozywki z agarem Columbia
z 5% dodatkiem krwi baraniej (Argenta Sp. z o.0., nr kat. PB
5039A). Plytki inkubowano w temperaturze 30°C, a wyniki
odczytywano po 24 i 48 godzinach inkubacji. Klarowne stre-

— brak danych

Objasnienia: * — dane wedtug API 50 CHB (Materialy BioMerieux Polska Sp. z 0.0. 2001); b.d.

fy wokot lub pod cylinderkami $wiadczyly o hydrolizie ery-
trocytow. Najwigksze rozcienczenie filtratu z hodowli, powo-
dujace hydroliz¢ uznano za miano hemolizyn.

Wyniki i omowienie

Wybrane najwazniejsze wyniki przeprowadzonych
badan przedstawiono w tab. 2 i 3, ktore z pozostatymi
oméwiono w skrocie bezposrednio w tekscie.

Przeprowadzone badania wykazaty wystgpowanie
w mleku i srodowisku szczepow B. cereus o cechach
typowych dla tego gatunku, ale takze w pewnym stop-
niu zréznicowanych, co charakteryzuje rowniez inne
drobnoustroje.

Wszystkie szczepy badane w etapie I fermentowaty
glukozg, wytwarzaty acetylometylokarbinol (dodatnia
reakcja w tescie Voges-Proskauera) i redukowaty azota-
ny do azotyndéw lub wolnego azotu i na tej podstawie
zostaly zaliczone do B. cereus (19). Cechy, takie jak zdol-
nos$¢ do tworzenia kwasu z glukozy (fermentacja), a brak
tej zdolnosci w stosunku do D-ksylozy, L-arabinozy i D-
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-mannitolu u ponad 99% szczepow oraz zdolnos¢ do hyd-
rolizy kazeiny, zelatyny i do hemolizy u wszystkich ba-
danych szczepow sa zgodne z opisem gatunku B. cereus
w Bergey’s Manual (2). W wymienionym podrgczniku
brak jest danych, odno$nie do uzdolnien B. cereus do
fermentacji galaktozy. Cechg t¢ okreslono w niniejszych
badaniach i wykazano jej brak u okoto 99% szczepow.

Stwierdzono, ze 59% szczepdw B. cereus hydrolizo-
wato tributyryng. W Bergey’s Manual (2) oraz w roz-
nych publikacjach dotyczacych charakterystyki B. cereus
cecha ta nie jest wymieniona i w niniejszych badaniach
okreslono ja po raz pierwszy.

W II etapie badan okreslono cechy biochemiczne
uwybranych 142 szczepoéw B. cereus przy uzyciu meto-
dy API 50CH i API 20E oraz miano hemolizyn. Wybra-
ne wyniki oznaczen oraz dla poréwnania wyniki uzys-
kane przez innych autorow zamieszczono w tab. 2.

Sposréd badanych szczepoéw wszystkie fermentowa-
ty D-glukoze, maltozg i trehalozg¢ oraz rozktadaty esku-
ling. Ponad 99% szczepdéw fermentowalo D-fruktoze,
N-acetyloglukozoaming, ponad 90% — arbutyng i sali-
cyng, ponad 80% — rybozg, 58% — celobiozg. Wyniki te
wykazuja duza zgodno$¢ z danymi piSmiennictwa (2, 8,
10, 16).

Niektore zwiazki byly fermentowane przez mniej niz
50% badanych szczepow, np. D-mannoza przez 49%, gli-
kogen przez 47%, sacharoza — 37%, amigdalina — 18%,
galaktoza — 14%, glukonian — 12% i glicerol — 7%. Dane
dotyczace zdolnosci do fermentacji galaktozy, glicero-
lu, sacharozy 1 glukonianu otrzymane przez r6znych au-
toroOw 1 przedstawione w tab. 2 wskazuja na znaczne roz-
bieznosci w tym zakresie, 1 nalezy sadzi¢, ze nie sg to
cechy charakterystyczne dla B. cereus.

Omowienia wymagaja wyniki dotycza-
ce skrobi. Uzdolnienia do hydrolizy skro-
bi wykazywalo tylko 48% badanych
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mentowaly L-arabinozg, D-ksylozg, D-mannitol, a-me-
tylo-D-mannozyd 1 a-metylo-D-glukozyd, melibiozg,
[B-gentiobiozg oraz D-tagatoze. Zaden badany szczep nie
fermentowatl erytrytolu, D-arabinozy, L-ksylozy, adoni-
tolu, B-metylo-ksylozydu, L-sorbozy, ramnozy, dulcyto-
lu, inozytolu, sorbitolu, inuliny, melecytozy, rafinozy,
ksylitolu, turanozy, D-liksozy, D- i L-fukozy, D- i L-ara-
bitolu oraz 2- i 5-ketoglukonianu.

Ze wzgledu na pochodzenie szczepow, na szczegodlng
uwagge zastuguje zdolnos$¢ fermentacji laktozy. W syste-
matyce Bergey’s Manual (2) podano, ze B. cereus nie
fermentuje laktozy, natomiast zaréwno z danych API
50CHB, jak tez z wynikow prac autorOw zamieszczo-
nych w tab. 2 wynika, ze niewielki odsetek szczepow
B. cereus (do 15%) fermentuje ten cukier. W niniejszych
badaniach zdolnos$¢ fermentacji laktozy wykazato az 27%
szczepow. Okoto potowa tych szczepoéw zostata wyizo-
lowana z mleka, natomiast pozostate pochodzity z po-
wierzchni strzykow, powierzchni kubkéw udojowych,
katlu (okoto 19% — dodatnich) i innych zrodet. Te Giffel
1 wsp. (15) zaobserwowali, ze tylko mniej niz 1% szcze-
poéw pochodzacych z mleka surowego i srodowiska fer-
mentowato laktoze. W pozniejszych badaniach tych sa-
mych autoréw (13, 14), ale nad szczepami B. cereus po-
chodzacymi z mleka surowego, pasteryzowanego oraz
produktéw mlecznych 11% do 23% szczepdéw fermen-
towato cukier mlekowy. Logan i Berkeley (8) oraz Ran-
gasamy 1 wsp. (10) wykazali taka zdolnos¢ u 8% 1 15%
szczepOdw B. cereus pochodzacych z mleka i produktow
mlecznych. Wydaje sig, ze zrdznicowanie wynikow
w tym zakresie moze wskazywac na nabywanie zdolnos-
ci do fermentacji laktozy przez szczepy B. cereus znaj-

Tab. 3. Wybrane cechy biochemiczne szczepéw B. cereus okreslone w II etapie
metodg API 20E

szczepéw. Wynik ten nie jest w pelni ?]:‘:11::: API 20E * Logani | Rangasamy

zgodny z danymi pis$miennictwa (1, 2, 8, aRals Berkeley i wsp.

10, 13, 16), wedtug ktorych skrobia byta Badana cecha W tinelzo] | 5. effes | B 6908 ") (13)

hydrolizowana przez co najmniej 90% - sw dodatmioh

szczepow. Uzdolnienia do hydrolizy skro- 2 SEGEeROW ORENE

bi Zaslugujq na Szczegélnq uwage, gdyZ Fermentacja D-glukozy 100 100 100 100 100

m.in. Shinagawa (11) podat, ze szczepy |p-galaktozydaza 3 3 1 0 0

B. cereus wytwarzajace toksyng Wymiot- | piuvrolaza argininy 58 7 56 60 62

na nie hydrolizuja skrobii. Wsrdd szcze- _

pow wyizolowanych z produktow mle- |Dekarboksylaza lizyny 2 g g g g

czarskich przez Te Giffellaiwsp. (14) od- |Dekarboksylaza ornityny 1 0 1 0 0

setek_szczepéw Zd()lng’Ch do rOZkia;d.u Wykorzystanie cytryniandw 47 38 25 86 92

skrobi wynosit tylko’59 %. Jeszcze mniej- Wytwarzanie H,S ; ; - hd i

szy odsetek szczepow (33%) fermentu- 2

jacych skrobie zaobserwowali Wong |Ureaza 13 9 0 0 0

i wsp. (16). Trudno$¢ w ocenie wynikOw | Deaminaza tryptofanu 0 1 0 0 0

u;yskanych przez réZnych autqréw iw TR T 0 1 0 0 0

niniejszych badaniach moze by¢ spowo- : _

dowana tym, ze czg$¢ autoréw stosowa- ("I\r’e";‘::i;zv]:f) acetoiny 99 24 25 92 58

ta metod¢ API, a inni — metody tradycyj- -

ne, nie okreslajac w metodyce badan, jaka Hydroliza zelatyny 100 98 100 100 100

stosowano skrobig. Redukcja a.zt)lanﬂw (tacznie 99 55 58 80 100
Z danych przedstawionych w tab. 2 |Wytwarzanie NO, lub Ny)

wynika, ze tylko pojedyncze szczepy fer-

Objasnienia: jak w tab. 2
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dujace si¢ w okreslonym $rodowisku lub na selekcje
szczepOw majacych juz t¢ cechg rowniez w zaleznos$ci
od srodowiska (np. obecnosci laktozy w mleku).

Wybrane wyniki badan przeprowadzonych przy uzy-
ciu testu API 20E przedstawiono w tab. 3. Nalezy za-
znaczy¢, ze test API 20E wprowadzono w niniejszych
badaniach jako pomocniczy, cho¢ przeznaczony jest do
charakterystyki przedstawicieli z rodziny Enterobacte-
riaceae.

Pod wzgledem zdolnosci do fermentacji D-glukozy,
wytwarzania acetylometylokarbinolu i redukowania azo-
tandw potwierdzono catkowicie zgodno$¢ wynikow
z otrzymanymi w etapie . Wérdod cech, ktore mozna byto
okresli¢ tylko metoda API 20E, stwierdzono u wielu ba-
danych szczepow zdolno$¢ hydrolizy argininy, wykorzys-
tania cytrynianéw oraz u niewielu — do wytwarzania
ureazy. Odsetek szczepow wykazujacych te cechy byt
zblizony do tego, jaki charakteryzuje B. cereus. Poje-
dyncze badane szczepy wytwarzaty dekarboksylaze
lizyny 1 ornityny, a zaden szczep nie wytwarzat H S, in-
dolu i deaminazy tryptofanu. Zaden szczep nie fermen-
towat sorbitolu, ramnozy, inozytolu, melibiozy, tym sa-
mym wykazano zgodno$¢ pod tym wzgledem wynikow
otrzymanych przy uzyciu obu testow API.

Nalezy zwréci¢ uwage na zdolnos¢ fermentacji
D-mannitolu przez 4 szczepy B. cereus, co wykazaly oby-
dwa testy API. Brak tej cechy jest podstawa oznaczania
B. cereus wedtug PN-93/A-86034/14 (9). Okazuje sig,
ze w nielicznych przypadkach metodyka ujgta w Pol-
skiej Normie moze da¢ btedny wynik z powodu wyste-
powania nietypowych szczepdw B. cereus fermentuja-
cych D-mannitol; takie przypadki sa jednakze rzadkie,
a pozostale testy potwierdzajace przewidziane w wymie-
nionej normie pozwalaja uscisli¢ wynik.

Wedtug Bergey’s Manual (2), jedna z charakterystycz-
nych cech gatunku Bacillus cereus jest zdolno$¢ do he-
molizy czerwonych krwinek. Wszystkie badane szczepy
B. cereus wytwarzaty hemolizyny, co juz wykazano
w etapie I, lecz miano hemolizyn bylo zréznicowane.
Najsilniejsza aktywno$cia hemolityczna odznaczato si¢
40% szczepow 1 ich miano hemolizyn wynosito 1/32
1 1/64. Szczepy te pochodzily ze wszystkich badanych
zrodet. Stabsza aktywno$¢ stwierdzono u 9 szczepow,
u ktorych miano hemolizyn wynosito — 1/16, i u kolej-
nych 40 szczepow — 1/8. W przypadku 21% szczepoOw
miano wynosito zaledwie 1/4, u trzech szczepoéw — 1/2.
Tak znaczne zr6znicowanie intensywnos$ci wytwarzania
hemolizyn przez szczepy B. cereus wystepujace w $ro-
dowisku naturalnym stwierdzono po raz pierwszy. Stec
(12) na podstawie przeprowadzonych badan podat, iz
tylko 15% szczepow B. cereus wyizolowanych z pro-
duktéw spozywczych wykazywato silng aktywnos¢ he-
molityczna wobec krwinek kréliczych, natomiast spo-
$rod szczepdw chorobotworczych silne wiasciwosci he-
molityczne wykazywato az 42,5% szczepow. Wszystkie
szczepy badane w niniejszej pracy wykazywaty wiasci-
wosci hemolityczne w stosunku do erytrocytow baranich,
podobnie jak szczepy wyizolowane z mleka pasteryzo-
wanego przez Te Giffela i wsp. (14).
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Podsumowanie

Badania potwierdzily wyst¢gpowanie cech typowych
dla B. cereus wykazanych w systematyce Bergeya, do
ktérych zaliczy¢ mozna: zdolno$¢ do hydrolizy zelatyny
1 kazeiny, fermentowanie D-glukozy, wytwarzanie ace-
toiny, redukowanie azotanéw do azotynow oraz brak
zdolnosci do fermentowania L-arabinozy i D-ksylozy.
Ze wzgledu na pochodzenie badanych szczepow, tj. mle-
ko surowe i $srodowisko jego pozyskiwania jako intere-
sujace nalezy uzna¢ zaobserwowanie u 27% badanych
szczepOw, a szczegolnie szczepdw wyizolowanych
z mleka surowego nietypowej dla B. cereus zdolnosci
do fermentowania laktozy. Zdolnos¢ hydrolizy tributy-
ryny, ktdra oznaczono po raz pierwszy wykazywato 72%
szczepow. Potwierdzono takze zdolnosci badanego ga-
tunku bakterii rozktadania czerwonych krwinek baranich.
Rownoczesnie wykazano zrdznicowanie wérod szczepow
ich aktywnosci hemolitycznej. Bardzo duza aktywnoscia
hemolizy charakteryzowato si¢ 41% szczepow, a stab-
sza — 23% szczepow. Stwierdzono, ze wsrdd szczepow
nalezacych do gatunku B. cereus wystgpuje ogromna roz-
norodnos¢ zdolno$ci do metabolizowania r6znych zwiaz-
koéw, przy czym niektore zwiazki sa metabolizowane tyl-
ko przez niewielki odsetek szczepow, a wiele zwiazkow
nie jest metabolizowanych w ogole.
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