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Wiele publikacji naukowych zawiera dane �wiad-
cz¹ce o mo¿liwo�ci rozwoju Bacillus cereus w niskiej
temperaturze i ujemnym jego wp³ywie na trwa³o�æ
i jako�æ mleka pasteryzowanego oraz innych produk-
tów mleczarskich. Nawet niewielka pocz¹tkowa licz-
ba przetrwalników szczepów psychrotrofowych mo¿e
wp³ywaæ ujemnie na trwa³o�æ mleka pasteryzowane-
go. Gatunek ten izolowano z mleka surowego i �rodo-
wiska jego pozyskiwania (5, 6), a tak¿e z produktów
mlecznych (3). Uwa¿any jest on tak¿e za jeden z naj-
bardziej szkodliwych ze wzglêdu na wywo³ywanie
zatruæ pokarmowych wskutek wytwarzania enterotok-
syn w ¿ywno�ci (zatrucia typu �wymiotnego�) albo
w jelicie cienkim cz³owieka (zatrucia typu �biegun-
kowego�) (1, 8, 12, 13, 16, 19, 22, 24). Wykazano, ¿e
szczepy B. cereus pochodz¹ce z ró¿nych �róde³ roz-
wija³y siê w mleku przetrzymywanym w temperatu-
rze 10°C, 7°C, 5°C, a nawet 2°C (12, 19). W warun-
kach krajowych badania z tego zakresu s¹ nieliczne
(4).

Celem badañ by³o okre�lenie wystêpowania psy-
chrotrofowych szczepów Bacillus cereus w mleku su-
rowym, �rodowisku jego pozyskiwania i w wybranych
produktach mleczarskich oraz okre�lenie u wybranych
szczepów zdolno�ci do rozwoju w mleku przetrzymy-
wanym w 4°, 6° i 8°C w ci¹gu 7 dni.

Materia³ i metody
Badania wykonano w dwóch etapach. W etapie I mate-

ria³em badawczym by³o 821 szczepów wyizolowanych
z próbek: gleby (29 szczepów), ka³u krów (221), pasz (90),
powierzchni strzyków (142), powierzchni kubków udojo-
wych (38), mleka surowego (152), mleka spo¿ywczego
pasteryzowanego (33) oraz serów ple�niowych (116). Przed
przyst¹pieniem do badañ wszystkie szczepy poddano kil-
kukrotnym rysowym przesiewom na po¿ywkê wed³ug
Mossela (MYP, Merck nr kat. 1.05463) w celu oczyszcze-
nia szczepów. U wszystkich szczepów okre�lono w³a�ci-
wo�ci psychrotrofowe w nastêpuj¹cy sposób: z 48-godzin-
nej hodowli na po¿ywce sta³ej MYP sporz¹dzano 2 cm3

zawiesiny badanego szczepu B. cereus o mêtno�ci odpo-
wiadaj¹cej wzorcowi 2 skali McFarlanda. Nastêpnie na
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Summary

The aim of this study was to identify the psychrotrophic Bacillus cereus strains in raw milk, in the environ-
ment of milk production and in chosen dairy products, as well as to examine the ability of the selected strains
to grow in milk in lower temperatures. The study was conducted in 2 stages. At the first stage 821 strains were
analyzed. They had been isolated from the following specimens: soil (29 strains), cow faeces (221), forage (90),
the surface of teats (142), the surface of milking cups (38), raw milk (152), pasteurized milk (33) and mould
cheese (116). All the analyzed strains were psychrotrophic (a growth in 6.5°C, over 10 days). At the second
stage of the study 35 B. cereus strains, isolated form raw milk and the environment of milk production, were
analyzed. It was observed that those strains have an ability to grow in milk stored at the temperature of 4°C,
6°C and 8°C over 7 days. The psychrotrophic features were observed in 3% of the strains isolated from the
surface of the milking cups, 3% � cow faeces, 7% � soil, 7% � forage, 25 % � raw milk, 12% � pasteurized milk
and 17% � mould cheese. The growth of 5.7%, 11.4% and 45.7% strains respectively was noted in the milk
stored in the temperatures of 4°C, 6°C and 8°C. The highest permissible temperature for the storage of
pasteurized milk in Poland are: 8°C in trade and 6°C in transport. However, these temperatures are not low
enough to guarantee product safety, because the growth of the psychrotrophic B.cereus strains is possible in
such conditions.
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podsuszon¹ w p³ytkach Petriego po¿ywkê PCSMA (Merck,
nr kat. 1.15338) posiewano rysowo otrzyman¹ zawiesinê
komórek. P³ytki inkubowano w temperaturze 6,5°C przez
10 dni, a pojawienie siê po tym czasie wzrostu �wiadczy³o
o zdolno�ciach psychrotrofowych okre�lonego szczepu.
Wszystkie p³ytki Petriego, na których nie by³o widocznego
wzrostu pozostawiano na kolejne 24 godziny w temperatu-
rze 30°C. Na wszystkich tych p³ytkach zaobserwowano
wzrost B. cereus, co �wiadczy³o o obecno�ci ¿ywych ko-
mórek badanych szczepów.

Do badañ w etapie II przeznaczono tylko wybranych
w sposób losowy 35 szczepów B. cereus pochodz¹cych
z mleka surowego i �rodowiska jego pozyskiwania (7 szcze-
pów wyizolowanych z pasz, 7 � z ka³u krów, 6 � z po-
wierzchni strzyków, 2 � z kubków udojowych oraz 12 �
z mleka surowego). Szczepy przesiewano rysowo ez¹ na
p³ytki Petriego z po¿ywk¹ MYP, w celu ich namno¿enia.
P³ytki inkubowano w temperaturze 30°C przez 24-48 go-
dzin lub d³u¿ej tak, aby hodowle zawiera³y co najmniej 50%
przetrwalników. Po okresie inkubacji zmywano hodowlê
B. cereus 10 cm3 ja³owego roztworu fizjologicznego i prze-
noszono do probówki. Zawarto�æ probówki dok³adnie mie-
szano i oznaczano metod¹ p³ytkow¹ liczbê B. cereus, sto-
suj¹c po¿ywkê MYP. Wynik wyra¿ano jako liczbê j.t.k.
w 1 cm3 wyj�ciowej zawiesiny. Probówkê z zawiesin¹
do czasu uzyskania wyników przetrzymywano w wodzie
z lodem w temperaturze oko³o 2°C. Nastêpnie do 3 kolb
z 200 cm3 ja³owego mleka dodawano tyle zawiesiny, aby
pocz¹tkowa liczba komórek wynosi³a oko³o 103 j.t.k.
w 1 cm3 mleka. Zaszczepione mleko dok³adnie mieszano
i przetrzymywano jedn¹ z kolb w temperaturze 4°C ± 0,5°C,
drug¹ � w temperaturze 6°C ± 0,5°C, a trzeci¹ kolbê w tem-
peraturze 8°C ± 0,5°C przez 7 dni, po czym okre�lano licz-
bê B. cereus metod¹ p³ytkow¹ na po¿ywce wed³ug Mosse-
la. W celu okre�lenia pocz¹tkowej liczby komórek w za-
szczepionym mleku, pierwsz¹ analizê wykonywano bez-
po�rednio po dodaniu odpowiednich rozcieñczeñ zawiesi-
ny do kolb z mlekiem.

Wyniki i omówienie
Cechy psychrotrofowe, czyli zdolno�æ do wzrostu

i tworzenia kolonii w temperaturze 6,5°C/10 dni, co
badano w etapie I, stwierdzono u 78 szczepów, czyli
u 9%. Zdolno�ci psychrotrofowych nie wykaza³ ¿aden
ze szczepów pochodz¹cych z powierzchni strzyków,
tylko jeden szczep wyizolowany z powierzchni kub-
ków udojowych i 3% szczepów pochodz¹cych z ka³u
krów. W�ród szczepów pochodz¹cych z pozosta³ych
�rodowisk, które mog¹ stanowiæ po�rednie �ród³o Ba-
cillus cereus w mleku surowym, czyli z gleby i pasz,
7% szczepów by³o zdolnych do tworzenia kolonii
w czasie 10 dni w temperaturze 6,5°C. Interesuj¹ce
jest, ¿e wiêkszy odsetek szczepów wyizolowanych
z mleka surowego i produktów mlecznych wykazy-
wa³ w³a�ciwo�ci psychrotrofowe (od 12% szczepów
pochodz¹cych z mleka spo¿ywczego pasteryzowane-
go do 25% szczepów pochodz¹cych z mleka surowe-
go) ni¿ szczepów pochodz¹cych ze �rodowiska. Ina-
czej mówi¹c, spo�ród szczepów, u których stwierdzo-

no cechy psychrotrofowe, a¿ 80% pochodzi³o z mleka
surowego i produktów mlecznych.

Wyniki te odbiegaj¹ znacznie od podawanych w pi�-
miennictwie. W systematyce Bergeya (2) podano, ¿e
ponad 90% szczepów B. cereus nie rozwija siê w tem-
peraturze 5°C, a 11-89% rozwija siê w temperaturze
10°C. W�ród szczepów B. cereus badanych przez
Christianssona i wsp. (7), cechy psychrotrofowe wy-
kazywa³o 57% szczepów wyizolowanych z odchodów
krów, 67% � z siana, 97% � z trawy. Te Giffel i wsp.
(23) stwierdzili w³a�ciwo�ci psychrotrofowe u 66%
szczepów pochodz¹cych z gleby i odchodów krów,
63% � pochodz¹cych z trawy, 55% szczepów wyizo-
lowanych z powierzchni wymienia i 28% � z mleka
surowego. Rozbie¿no�æ wyników uzyskanych przez
cytowanych autorów i w badaniach niniejszych mo¿e
byæ t³umaczona stosowaniem ró¿nych metod okre�la-
nia cech psychrotrofowych. Dla przyk³adu warto po-
daæ, ¿e Foegeding i Berry (9) przebadali 27 szczepów
B. cereus pochodz¹cych z ¿ywno�ci i wyizolowanych
z przypadków zatruæ od ludzi i zaobserwowali, ¿e po-
³owa szczepów by³a zdolna do tworzenia kolonii na
p³ytkach Petriego podczas inkubacji w temperaturze
10°C przez 7 dni, ale tylko 2 szczepy tworzy³y kolo-
nie po inkubacji p³ytek w temperaturze 7°C przez 10
dni (parametry zbli¿one do stosowanych w niniejszej
pracy). Podali te¿, ¿e 19 szczepów ros³o w temperatu-
rze 7°C w ci¹gu 10 dni po uprzedniej adaptacji szcze-
pów w tej temperaturze przez 5 tygodni. Myllikangas
(17), powo³uj¹c siê na badania holenderskie i w³asne
podaje, ¿e B. cereus nie rozwija siê w temperaturze
poni¿ej 6°C, jednak¿e wiêkszo�æ badaczy potwierdzi-
³o wystêpowanie w obrêbie tego gatunku szczepów,
które rosn¹ w temperaturze 6°C i nawet ni¿szej. Lar-
sen i Jorgensen (15) obecno�æ psychrotrofowych szcze-
pów B. cereus stwierdzili w 25% badanych próbek
mleka surowego. W�ród 154 szczepów wyizolowanych
z mleka pasteryzowanego przez Van Nettena i wsp.
(18) 54% stanowi³y szczepy psychrotrofowe, ale tyl-
ko 15% szczepów badanych przez Granuma i wsp.
(10).
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Tab. 1. Cechy psychrotrofowe szczepów B. cereus pochodz¹-
cych z ró¿nych �róde³
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Wyniki badañ otrzymane w etapie II przedstawiono
na ryc. 1. Dla potrzeb interpretacji wyników za przy-
rost liczby j.t.k. Bacillus cereus w 1 cm3 mleka przyjê-
to wzrost liczby pocz¹tkowej co najmniej o 1 rz¹d
wielko�ci w czasie trwania eksperymentu.

Okre�lenie mo¿liwo�ci wzrostu B. cereus w mleku
przetrzymywanym w niskiej temperaturze jest zagad-
nieniem odmiennym ni¿ okre�lanie metod¹ klasyczn¹
cech psychrotrofowych (6,5°C/10 dni), w której wy-
maga siê takiego rozwoju, aby by³y widoczne kolonie.
Rozwój ten jednak jest zapocz¹tkowany wcze�niej
zanim stanie siê widoczny, a liczba komórek mo¿e
zwiêkszyæ siê o kilka rzêdów wielko�ci i zapocz¹tko-
waæ psucie siê mleka. Jest to jednocze�nie zagadnie-
nie interesuj¹ce, ze wzglêdu na stosowanie w przemy-
�le mleczarskim niskiej temperatury podczas przetrzy-
mywania mleka pasteryzowanego. Temperatura ta jest
stale obni¿ana, poniewa¿ obserwuje siê zjawisko przy-
stosowywania siê do niej drobnoustrojów. Z kolei
wyd³u¿any jest czas przechowywania produktu. W ni-
niejszych badaniach zastosowano temperatury jak naj-
bardziej zbli¿one do tych, które w Polsce obowi¹zuj¹
w zak³adach mleczarskich (nie wy¿sza ni¿ 6°C) lub
w handlu dla mleka pasteryzowanego (nie wy¿sza ni¿
8°C).

W mleku pasteryzowanym z regu³y wystêpuj¹ prze-
trwalniki B. cereus, ale w wyniku zanieczyszczeñ po
pasteryzacji mog¹ dostawaæ siê równie¿ komórki we-
getatywne, dlatego te¿ zdecydowano siê w niniejszych
badaniach do mleka dodawaæ zawiesinê zawieraj¹c¹
zarówno przetrwalniki, jak i komórki wegetatywne.
W przypadku, gdy s¹ obecne przetrwalniki, ich prze-
kszta³cenie w formy wegetatywne i rozwój zale¿y od
zdolno�ci kie³kowania w niskiej temperaturze.

Spo�ród badanych szczepów 17, czyli ponad po³o-
wa (51,4%), nie rozwija³a siê w mleku przetrzymywa-
nym w temperaturze 4, 6, i 8°C przez 7 dni. Takie
szczepy nie bêd¹ obni¿aæ trwa³o�ci mleka pasteryzo-

wanego. W�ród szczepów pochodz¹cych
z mleka surowego odsetek szczepów nie
rozwijaj¹cych siê w badanych warunkach
wynosi³ 58%, natomiast w�ród szczepów
pochodz¹cych ze �rodowiska pozyskiwa-
nia mleka odsetek ten by³ mniejszy i siê-
ga³ 47%. Pozosta³e szczepy rozwija³y siê,
chocia¿ z ró¿n¹ intensywno�ci¹, zale¿-
nie od temperatury.

W mleku przetrzymywanym w tempe-
raturze 4°C zwiêkszenie liczby komórek
zaobserwowano tylko u dwóch szczepów
pochodz¹cych z mleka surowego i ka³u
krów. Wzrost liczby ich komórek siêgn¹³
nieco powy¿ej 1 rzêdu wielko�ci. Pozo-
sta³e szczepy w badanej temperaturze nie
rozwija³y siê, a u nielicznych szczepów
liczba komórek nawet obni¿y³a siê. Trwa-
³o�æ mleka pasteryzowanego zawiera-
j¹cego takie szczepy B. cereus bêdzie

w temperaturze 4°C siêgaæ co najmniej 7 dni.
W temperaturze 6°C zaobserwowano zwiêkszenie

siê liczby komórek czterech szczepów. Dwa z tych
szczepów rozwija³y siê tak¿e w temperaturze 4°C, przy
czym zwiêkszenie liczby w wy¿szej temperaturze prze-
kracza³o 2 rzêdy wielko�ci. Wzrost liczby komórek
pozosta³ych dwóch szczepów wyizolowanych tak¿e
z mleka i ka³u siêga³ ponad 1 rz¹d wielko�ci.

W mleku przetrzymywanym w temperaturze 8°C
rozwija³o siê 16 szczepów (45,7%) pochodz¹cych
z paszy, ka³u krów, powierzchni strzyków i kubków
udojowych oraz z mleka surowego. Liczba j.t.k.
w 1 cm3 mleka u 20% szczepów wzros³a o ponad
4 rzêdy wielko�ci, u 5,7% � o 3-4 rzêdy, u 14,3% �
o 2-3 rzêdy, a u 5,7% � o 1-2 rzêdy.

Otrzymane wyniki trudno jest porównywaæ z dany-
mi pi�miennictwa ze wzglêdu na brak publikacji do-
tycz¹cych badañ przeprowadzanych w podobny spo-
sób, chocia¿ du¿o jest badañ, w których okre�lano zdol-
no�æ do rozwoju B. cereus w niskiej temperaturze. Ze
wszystkich publikacji i niniejszych badañ wynika, ¿e
znaczna czê�æ szczepów B. cereus mo¿e rozwijaæ siê
w niskiej temperaturze, stosowanej w warunkach prze-
mys³owych przy przechowywaniu produktów mleczar-
skich i obni¿aæ ich trwa³o�æ, a nawet wytwarzaæ ente-
rotoksyny (4). Szczepy takie wystêpuj¹ powszechnie
w �rodowisku pozyskiwania mleka.

Zdaniem wielu badaczy (11, 14, 20, 21), liczba ko-
mórek B. cereus ok. 103 w 1 cm3 mleka mo¿e stano-
wiæ zagro¿enie dla zdrowia konsumenta. Griffiths
i Phillips (13) zaobserwowali po 7 dniach inkubacji
w temperaturze 6°C rozwój 2 badanych szczepów
B. cereus pochodz¹cych z mleka surowego i pastery-
zowanego od pocz¹tkowej liczby 102-103 j.t.k. w 1 cm3

do koñcowej liczby 107-108 j.t.k. w 1 cm3. D³ugo�æ
fazy spoczynkowej w tej temperaturze wynosi³a 90
i 132 godziny, natomiast w temperaturze 10°C � tylko
22 i 25 godzin. W do�wiadczeniach Armesto i Su-
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Ryc. 1. Odsetek szczepów B. cereus w zale¿no�ci od zdolno�ci do rozwoju
w mleku przetrzymywanym w temperaturze 4°C, 6°C lub 8°C w ci¹gu 7 dni
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therlanda (1) zwiêkszenie liczby B. cereus o 2-4 rzêdy
wielko�ci nast¹pi³o podczas inkubacji szczepów w mle-
ku w temperaturze 6,5°C w ci¹gu 10 dni.

Spo�ród szczepów badanych w niniejszej pracy
4 szczepy rozwija³y siê w temperaturze 6°C, a liczbê
> 103 j.t.k./cm3 mleka, któr¹ uznaje siê za graniczn¹
ze wzglêdu na bezpieczeñstwo zdrowotne produktów
spo¿ywczych stwierdzono dla 3 z nich. Temperatura
8°C nie jest odpowiednia dla zapewnienia trwa³o�ci
mleka w ci¹gu 7 dni ze wzglêdu na mo¿liwo�æ inten-
sywnego rozwoju znacznego odsetka szczepów
(45,7%) do poziomu przekraczaj¹cego 103 j.t.k./cm3

mleka. U 2 szczepów pochodz¹cych z ka³u i mleka
surowego liczba j.t.k. w mleku przechowywanym
w temperaturze 8°C osi¹gnê³a po 7 dniach warto�æ
1,1 × 107 i 4,4 × 108 w 1 cm3 i zwiêkszy³a siê o ponad
5 rzêdów wielko�ci.

Jak podali Nothermans i wsp. (19), podczas prze-
trzymywania mleka pasteryzowanego w temperaturze
8°C, B. cereus powodowa³ jego zepsucie po 12 dniach,
a liczba komórek B. cereus przekracza³a 105 j.t.k./cm3.
W temperaturze 10°C zepsucie mleka nastêpowa³o ju¿
po 8 dniach przetrzymywania. Te Giffel i wsp. (22)
stwierdzili, ¿e po 7 dniach przetrzymywania pastery-
zowanego mleka w temperaturze 7°C liczba B. cereus
wynosi³a 105 j.t.k./cm3. Väisänen i wsp. (24) i Te Gif-
fel i wsp. (22) wyrazili interesuj¹cy pogl¹d, ¿e pod-
czas ch³odniczego przechowywania mleka zachodzi
nie tylko rozwój szczepów wykazuj¹cych tolerancjê
na nisk¹ temperaturê, ale tak¿e selekcja i przystoso-
wywanie siê wci¹¿ nowych szczepów do tych warun-
ków, a wiêc nabywanie nowych cech genetycznych.

Wnioski
1. W mleku surowym i �rodowisku jego pozyski-

wania, a tak¿e w mleku spo¿ywczym pasteryzowanym
i serach ple�niowych wystêpuj¹ szczepy Bacillus ce-
reus o w³a�ciwo�ciach psychrotrofowych.

2. Najwy¿sza dopuszczalna w Polsce temperatura
przechowywania mleka spo¿ywczego pasteryzowane-
go w handlu (8°C) i transporcie (6°C) nie jest tempe-
ratur¹ wystarczaj¹c¹ do zagwarantowania bezpieczeñ-
stwa zdrowotnego produktu ze wzglêdu na mo¿liwo�æ
rozwoju psychrotrofowych szczepów B.cereus.

3. W mleku surowym i �rodowisku jego pozyski-
wania wystêpuj¹ szczepy B.cereus zdolne do rozwoju
w mleku w temperaturze 4°C w ci¹gu 7 dni.
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