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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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Wiele publikacji naukowych zawiera dane $wiad-
czace o mozliwosci rozwoju Bacillus cereus w niskiej
temperaturze 1 ujemnym jego wplywie na trwatos¢
1jakos¢ mleka pasteryzowanego oraz innych produk-
tow mleczarskich. Nawet niewielka poczatkowa licz-
ba przetrwalnikow szczepow psychrotrofowych moze
wplywac ujemnie na trwalo$¢ mleka pasteryzowane-
go. Gatunek ten izolowano z mleka surowego i $srodo-
wiska jego pozyskiwania (5, 6), a takze z produktéw
mlecznych (3). Uwazany jest on takze za jeden z naj-
bardziej szkodliwych ze wzgledu na wywotywanie
zatru¢ pokarmowych wskutek wytwarzania enterotok-
syn w zywnosci (zatrucia typu ,,wymiotnego”) albo
w jelicie cienkim czlowieka (zatrucia typu ,,biegun-
kowego™) (1, 8, 12, 13,16, 19, 22, 24). Wykazano, ze
szczepy B. cereus pochodzace z roznych zrodet roz-
wijaty si¢ 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 sa nieliczne

(4).

* Badania wykonano w ramach grantu KBN 6 PO6G 03620.

Celem badan byto okreslenie wystgpowania psy-
chrotrofowych szczepow Bacillus cereus w mleku su-
rowym, srodowisku jego pozyskiwania i w wybranych
produktach mleczarskich oraz okreslenie u wybranych
szczepOw zdolnosci do rozwoju w mleku przetrzymy-
wanym w 4°, 6° 1 8°C w ciagu 7 dni.

Materiat i metody

Badania wykonano w dwoch etapach. W etapie [ mate-
rialem badawczym bylo 821 szczepéw wyizolowanych
z probek: gleby (29 szczepow), katu kréw (221), pasz (90),
powierzchni strzykéw (142), powierzchni kubkéw udojo-
wych (38), mleka surowego (152), mleka spozywczego
pasteryzowanego (33) oraz serdéw plesniowych (116). Przed
przystapieniem do badan wszystkie szczepy poddano kil-
kukrotnym rysowym przesiewom na pozywke wedtug
Mossela (MYP, Merck nr kat. 1.05463) w celu oczyszcze-
nia szczepdéw. U wszystkich szczepdw okreslono wiasci-
wosci psychrotrofowe w nastgpujacy sposob: z 48-godzin-
nej hodowli na pozywce statej MYP sporzadzano 2 cm®
zawiesiny badanego szczepu B. cereus o mgtnosci odpo-
wiadajacej wzorcowi 2 skali McFarlanda. Nast¢pnie na
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podsuszona w plytkach Petriego pozywke PCSMA (Merck,
nr kat. 1.15338) posiewano rysowo otrzymang zawiesing
komorek. Plytki inkubowano w temperaturze 6,5°C przez
10 dni, a pojawienie si¢ po tym czasie wzrostu §wiadczylo
o zdolno$ciach psychrotrofowych okreslonego szczepu.
Wszystkie plytki Petriego, na ktérych nie byto widocznego
wzrostu pozostawiano na kolejne 24 godziny w temperatu-
rze 30°C. Na wszystkich tych ptytkach zaobserwowano
wzrost B. cereus, co §wiadczylo o obecnosci zywych ko-
morek badanych szczepow.

Do badan w etapie Il przeznaczono tylko wybranych
w sposob losowy 35 szczepow B. cereus pochodzacych
zmleka surowego i Srodowiska jego pozyskiwania (7 szcze-
pow wyizolowanych z pasz, 7 — z katu kréow, 6 — z po-
wierzchni strzykow, 2 — z kubkéw udojowych oraz 12 —
z mleka surowego). Szczepy przesiewano rysowo e€za na
ptytki Petriego z pozywka MYP, w celu ich namnozenia.
Plytki inkubowano w temperaturze 30°C przez 24-48 go-
dzin lub dtuzej tak, aby hodowle zawieraty co najmniej 50%
przetrwalnikéw. Po okresie inkubacji zmywano hodowlg
B. cereus 10 cm?® jalowego roztworu fizjologicznego i prze-
noszono do probowki. Zawarto§¢ probéwki doktadnie mie-
szano i oznaczano metoda ptytkowa liczbe B. cereus, sto-
sujac pozywke MYP. Wynik wyrazano jako liczbg j.t.k.
w 1 cm® wyjsciowej zawiesiny. Probowke z zawiesina
do czasu uzyskania wynikoéw przetrzymywano w wodzie
z lodem w temperaturze okoto 2°C. Nastepnie do 3 kolb
z 200 cm? jatowego mleka dodawano tyle zawiesiny, aby
poczatkowa liczba komorek wynosita okoto 10° j.t.k.
w 1 cm?® mleka. Zaszczepione mleko doktadnie mieszano
iprzetrzymywano jedna z kolb w temperaturze 4°C + 0,5°C,
druga —w temperaturze 6°C + 0,5°C, a trzecia kolbg w tem-
peraturze 8°C £ 0,5°C przez 7 dni, po czym okreslano licz-
beg B. cereus metoda ptytkowa na pozywce wedtug Mosse-
la. W celu okreslenia poczatkowej liczby komorek w za-
szczepionym mleku, pierwsza analiz¢ wykonywano bez-
posrednio po dodaniu odpowiednich rozcienczen zawiesi-
ny do kolb z mlekiem.

Wyniki i omowienie

Cechy psychrotrofowe, czyli zdolno$¢ do wzrostu
1 tworzenia kolonii w temperaturze 6,5°C/10 dni, co
badano w etapie I, stwierdzono u 78 szczepow, czyli
u 9%. Zdolnosci psychrotrofowych nie wykazat zaden
ze szczepOw pochodzacych z powierzchni strzykow,
tylko jeden szczep wylzolowany z powierzchni kub-
kéw udojowych 1 3% szczepow pochodzacych z katu
krow. Wsrod szczepow pochodzacych z pozostatych
srodowisk, ktore moga stanowi¢ posrednie Zrodlo Ba-
cillus cereus w mleku surowym, czyli z gleby 1 pasz,
7% szczepdw byto zdolnych do tworzenia kolonii
w czasie 10 dni w temperaturze 6,5°C. Interesujace
jest, ze wigkszy odsetek szczepow wyizolowanych
z mleka surowego i produktéw mlecznych wykazy-
wal wlasciwosci psychrotrofowe (od 12% szczepow
pochodzacych z mleka spozywczego pasteryzowane-
go do 25% szczep(')w pochodzacych z mleka surowe-
£0) NiZ SZCZePOW pochodzqcych ze §rodowiska. Ina-
czej méwiac, sposrod szczepow, u ktorych stwierdzo-
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Tab. 1. Cechy psychrotrofowe szczepéw B. cereus pochodza-
cych z réznych Zrédel

Pochodzenie szczepdw Liu:: d:zncyz:':) ] I:::::pgvﬁ)
psychrotrofowych

Gleba 29 2 (7)
Kat krow 221 7(3)
Pasze 90 6 (7)
Powierzchnia strzykéw 142 0
Powierzchnia kubkéw udojowych 38 1(3)
Mleko surowe 152 38 (25)
Mleko spozywcze pasteryzowane 33 4 (12)
Sery ple$niowe 116 20 (17)
Razem 821 78 (9)

no cechy psychrotrofowe, az 80% pochodzito z mleka
surowego i produktow mlecznych.

Wyniki te odbiegaja znacznie od podawanych w pié-
miennictwie. W systematyce Bergeya (2) podano, ze
ponad 90% szczepow B. cereus nie rozwija sig w tem-
peraturze 5°C, a 11-89% rozwija si¢ w temperaturze
10°C. Wsrod szczepdw B. cereus badanych przez
Christianssona i wsp. (7), cechy psychrotrofowe wy-
kazywato 57% szczepow wyizolowanych z odchodow
krow, 67% — z siana, 97% — z trawy. Te Giffel 1 wsp.
(23) stwierdzili wlasciwosci psychrotrofowe u 66%
szczepOw pochodzacych z gleby 1 odchodoéw krow,
63% — pochodzacych z trawy, 55% szczepow wyizo-
lowanych z powierzchni wymienia i 28% — z mleka
surowego. Rozbiezno$¢ wynikow uzyskanych przez
cytowanych autorow i w badaniach niniejszych moze
by¢ thumaczona stosowaniem réznych metod okresla-
nia cech psychrotrofowych. Dla przyktadu warto po-
da¢, ze Foegeding i Berry (9) przebadah 27 szczepow
B. cereus pochodzacych z Zywnosci 1 wyizolowanych
z przypadkéw zatrué od ludzi i zaobserwowali, Ze po-
towa szczepow bylta zdolna do tworzenia kolonii na
ptytkach Petriego podczas inkubacji w temperaturze
10°C przez 7 dni, ale tylko 2 szczepy tworzyly kolo-
nie po inkubacji plytek w temperaturze 7°C przez 10
dni (parametry zblizone do stosowanych w niniejszej
pracy). Podali tez, ze 19 szczepow rosto w temperatu-
rze 7°C w ciagu 10 dni po uprzedniej adaptacji szcze-
poOW w tej temperaturze przez 5 tygodni. Myllikangas
(17), powotujac si¢ na badania holenderskie i wtasne
podaje, ze B. cereus nie rozwija si¢ W temperaturze
ponizej 6°C, jednakze wigkszos$¢ badaczy potwierdzi-
to wystgpowanie w obrgbie tego gatunku szczepow,
ktére rosng w temperaturze 6°C 1 nawet nizszej. Lar-
sen iJorgensen (15) obecno$¢ psychrotrofowych szcze-
poéw B. cereus stwierdzili w 25% badanych probek
mleka surowego. Wsrod 154 szczepdéw wyizolowanych
z mleka pasteryzowanego przez Van Nettena i wsp.
(18) 54% stanowity szczepy psychrotrofowe, ale tyl-
ko 15% szczepdéw badanych przez Granuma i wsp.

(10).
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wanego. Wsrdd szczepdéw pochodzacych

100% -
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40% -

Odsetek szczepow

20% -

z mleka surowego odsetek szczepow nie
rozwijajacych si¢ w badanych warunkach
wynosit 58%, natomiast wsrdd szczepow
pochodzacych ze srodowiska pozyskiwa-
nia mleka odsetek ten byl mniej szy i siq-
gat 47%. Pozostale szczepy rozwijaty sig,
chociaz z r6zna intensywnoscia, zalez-
nie od temperatury.

W mleku przetrzymywanym w tempe-
raturze 4°C zwigkszenie liczby komorek

0% T T
8°C/7 dni 6°C/7 dni

Warunki przetrzymywania mleka

[] spadek liczby j.t.k./ml lub wzrost o < 1 rzad log
[ wzrost liczby j.t.k./ml o > 1-2 rzedy log
[l wzrost liczby j.t.k./ml o > 2-3 rzedy log

4°C/7 dni

Il wzrost liczby j.t.k./ml o > 3-4 rzedy log
[l wzrost liczby j.t.k./ml o > 4 rzedy log

zaobserwowano tylko u dwoch szczepow
pochodzacych z mleka surowego i katu
krow. Wzrost liczby ich komorek siggnat
nieco powyzej 1 rzedu wielkos$ci. Pozo-
state szczepy w badanej temperaturze nie
rozwijaly sig, a u nielicznych szczepow

Ryc. 1. Odsetek szczepow B. cereus w zalezno$ci od zdolnos$ci do rozwoju
w mleku przetrzymywanym w temperaturze 4°C, 6°C lub 8°C w ciaggu 7 dni

Wyniki badan otrzymane w etapie I przedstawiono
na ryc. 1. Dla potrzeb interpretacji wynikow za przy-
rost liczby j.t.k. Bacillus cereus w 1 cm® mleka przyje-
to wzrost liczby poczatkowej co najmniej o 1 rzad
wielkosci w czasie trwania eksperymentu.

Okreslenie mozliwos$ci wzrostu B. cereus w mleku
przetrzymywanym w niskiej temperaturze jest zagad-
nieniem odmiennym niz okre$lanie metoda klasyczna
cech psychrotrofowych (6,5°C/10 dni), w ktorej wy-
maga sig takiego rozwoju, aby byty widoczne kolonie.
Rozwoj ten jednak jest zapoczatkowany wczesniej
zanim stanie si¢ widoczny, a liczba komoérek moze
zwigkszy¢ si¢ o kilka rzedow wielkosci 1 zapoczatko-
wac psucie si¢ mleka. Jest to jednocze$nie zagadnie-
nie interesujace, ze wzgledu na stosowanie w przemy-
$le mleczarskim niskiej temperatury podczas przetrzy-
mywania mleka pasteryzowanego. Temperatura ta jest
stale obnizana, poniewaz obserwuje si¢ zjawisko przy-
stosowywania si¢ do niej drobnoustrojéow. Z kolei
wydtuzany jest czas przechowywania produktu. W ni-
niejszych badaniach zastosowano temperatury jak naj-
bardziej zblizone do tych, ktére w Polsce obowiazuja
w zaktadach mleczarskich (nie wyzsza niz 6°C) lub
w handlu dla mleka pasteryzowanego (nie wyzsza niz
8°C).

W mleku pasteryzowanym z reguty Wystqpujqprze-
trwalniki B. cereus, ale w wynlku zanieczyszczen po
pasteryzacji moga dostawaé sig¢ rowniez komorki we-
getatywne, dlatego tez zdecydowano si¢ w ninie; jszych
badaniach do mleka dodawaé zawiesing zawierajaca
zarowno przetrwalniki, jak i komorki wegetatywne.
W przypadku, gdy sa obecne przetrwalniki, ich prze-
ksztatcenie w formy wegetatywne 1 rozwdj zalezy od
zdolnosci kietkowania w niskiej temperaturze.

Sposrod badanych szczepow 17, czyli ponad poto-
wa (51,4%), nie rozwijata si¢ w mleku przetrzymywa-
nym w temperaturze 4, 6, 1 8°C przez 7 dni. Takie
szczepy nie beda obniza¢ trwatosci mleka pasteryzo-

liczba komorek nawet obnizyta sig. Trwa-
to$¢ mleka pasteryzowanego zawiera-
jacego takie szczepy B. cereus begdzie
w temperaturze 4°C sigga¢ co najmniej 7 dni.

W temperaturze 6°C zaobserwowano zwigkszenie
si¢ liczby komorek czterech szczepow. Dwa z tych
szczepow rozwijaly sig takze w temperaturze 4°C, przy
czym zwigkszenie liczby w wyzszej temperaturze prze-
kraczato 2 rzedy wielkosci. Wzrost liczby komorek
pozostalych dwoch szczepéw wyizolowanych takze
z mleka 1 katu siggat ponad 1 rzad wielkosci.

W mleku przetrzymywanym w temperaturze 8°C
rozwijalo si¢ 16 szczepow (45,7%) pochodzacych
z paszy, katu krow, powierzchni strzykow 1 kubkow
udojowych oraz z mleka surowego. Liczba j.t.k.
w 1 cm® mleka u 20% szczepoéw wzrosta o ponad
4 rzedy wielkosci, u 5,7% — o 3-4 rzedy, u 14,3% —
0 2-3 rzedy, au 5,7% — o 1-2 rzedy.

Otrzymane wyniki trudno jest porownywac z dany-
mi piSmiennictwa ze wzgledu na brak publikacji do-
tyczacych badan przeprowadzanych w podobny spo-
sob, chociaz duzo jest badan, w ktorych okreslano zdol-
no$¢ do rozwoju B. cereus w niskiej temperaturze. Ze
wszystkich publikacji 1 niniejszych badan wynika, ze
znaczna czgs$¢ szczepOw B. cereus moze rozwijac si¢
w niskiej temperaturze, stosowanej w warunkach prze-
mystowych przy przechowywaniu produktéw mleczar-
skich 1 obniza¢ ich trwatos¢, a nawet wytwarzac ente-
rotoksyny (4). Szczepy takie wystgpuja powszechnie
w srodowisku pozyskiwania mleka.

Zdaniem wielu badaczy (11, 14, 20, 21), liczba ko-
morek B. cereus ok. 10° w 1 cm? mleka moze stano-
wi¢ zagrozenie dla zdrowia konsumenta. Griffiths
i Phillips (13) zaobserwowali po 7 dniach inkubacji
w temperaturze 6°C rozwoj 2 badanych szczepow
B. cereus pochodzacych z mleka surowego 1 pastery-
zowanego od poczatkowej liczby 10%-10°j.tk. w 1 cm?
do koncowej liczby 107-10® j.t.k. w 1 cm’. Dlugos¢
fazy spoczynkowej w tej temperaturze wynosita 90
1 132 godziny, natomiast w temperaturze 10°C — tylko
22 i 25 godzin. W do$wiadczeniach Armesto i Su-
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therlanda (1) zwigkszenie liczby B. cereus o 2-4 rzedy
wielkosci nastapito podczas inkubacji szczepow w mle-
ku w temperaturze 6,5°C w ciagu 10 dni.

Sposrod szczepow badanych w niniejszej pracy
4 szczepy rozwijaly si¢ w temperaturze 6°C, a liczbg
> 10° j.t.k./cm? mleka, ktora uznaje si¢ za graniczna
ze wzgledu na bezpieczenstwo zdrowotne produktéw
spozywczych stwierdzono dla 3 z nich. Temperatura
8°C nie jest odpowiednia dla zapewnienia trwatosci
mleka w ciagu 7 dni ze wzgledu na mozliwos¢ inten-
sywnego rozwoju znacznego odsetka szczepow
(45,7%) do poziomu przekraczajacego 10° j.t.k./cm?
mleka. U 2 szczepow pochodzacych z kalu 1 mleka
surowego liczba j.t.k. w mleku przechowywanym
w temperaturze 8°C osiagneta po 7 dniach warto$¢
1,1 x10714,4 x 10* w 1 cm® i zwigkszyla si¢ o ponad
5 rzedow wielkosci.

Jak podali Nothermans i wsp. (19), podczas prze-
trzymywania mleka pasteryzowanego w temperaturze
8°C, B. cereus powodowat jego zepsucie po 12 dniach,
a liczba komorek B. cereus przekraczata 10° j.t.k./cm’.
W temperaturze 10°C zepsucie mleka nastgpowato juz
po 8 dniach przetrzymywania. Te Giffel 1 wsp. (22)
stwierdzili, ze po 7 dniach przetrzymywania pastery-
zowanego mleka w temperaturze 7°C liczba B. cereus
wynosita 10° j.t.k./cm’. Vidisdnen i wsp. (24) i Te Gif-
fel i wsp. (22) wyrazili interesujacy poglad, ze pod-
czas chlodniczego przechowywania mleka zachodzi
nie tylko rozwoj szczepow wykazujacych tolerancjg
na niska temperaturg, ale takze selekCJa 1 przystoso-
wywanie si¢ wciaz nowych szczepow do tych warun-
koéw, a wige nabywanie nowych cech genetycznych.

Whioski

1. W mleku surowym i $rodowisku jego pozyski-
wania, a takze w mleku spozywczym pasteryzowanym
1 serach plesniowych wystepuja szczepy Bacillus ce-
reus o whasciwos$ciach psychrotrofowych.

2. Najwyzsza dopuszczalna w Polsce temperatura
przechowywania mleka spozywczego pasteryzowane-
go w handlu (8°C) i transporcie (6°C) nie jest tempe-
ratura wystarczajaca do zagwarantowania bezpieczen-
stwa zdrowotnego produktu ze wzglgdu na mozliwos¢
rozwoju psychrotrofowych szczepow B.cereus.

3. W mleku surowym i srodowisku jego pozyski-
wania wystepuja szczepy B.cereus zdolne do rozwoju
w mleku w temperaturze 4°C w ciagu 7 dni.
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