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Summary

Bacillus cereus-mediated food poisoning of the diarrhoeal type is related to the production of the following
extracellular factors by the bacteria: haemolysin BL (enterotoxin HBL), non-haemolytic toxin (NHE), and
cytotoxin (CytK), as well as haemolysins IV and cereolysin O, both of which have been scarcely examined and
discussed in the literature.

This article reviews the literature containing current data that revise former theories on the pathogenesis
of the diarrhoeal form of B. cereus-mediated food poisoning. The results of in vitro studies confirming the
survival of vegetative cells in the stomach and intestine environment prove that the biological state of
the examined bacteria does not have any influence on the occurrence of the diarrhoeal syndrome. After
contaminated food has been ingested, B. cereus spores/vegetative cells pass the stomach and reach the small
intestine. There the spores can germinate to become vegetative cells that multiply and produce enterotoxins.
The enterotoxins, finally, affect the intestinal epithelium, which results in diarrhoea. So far this type of food
poisoning has been attributed to enterotoxin activity, excluding any kind of interaction between the host and
the microorganism. However, according to the results of the latest research, the interaction between the
epithelial cells and the cells of B. cereus contributes to the occurrence of infection symptoms, and the adhesion
of B. cereus to the intestinal epithelium is prerequisite for the onset of the diarrhoeal syndrome.

This article illustrates different aspects of B.cereus survival inside the human gastrointestinal tract, paying
special attention to its lower part, i. e. the small intestine. The effect of exposure to bile salts and other factors,
as well as to the indigenous microflora of the gastrointestinal tract, on B.cereus survival has been discussed.
The article also elucidates issues relating to the mechanism of bacterial-epithelial cell cross-talk (interaction),
which is induced when a pathogen comes into contact with enterocytes.
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Zatrucie pokarmowe powodowane przez Bacillus
cereus przyjmuje dwie formy: wymiotna 1 biegunko-
wa. Zatrucie typu biegunkowego jest znacznie bardziej
niebezpieczne. Spowodowane jest ono obecnoscia
enterotoksyn B. cereus w przewodzie pokarmowym
czlowieka i znane sa przypadki zgonow. Wytworzenie
toksyn w organizmie czlowieka zwiazane jest jednak
z pokonaniem przez drobnoustroje bariery niskiego pH
zotadka, przedostaniem si¢ do jelita cienkiego i tam,
po osiagnigciu odpowiedniej liczebnosci, wytworze-
niem toksyny. Na przezywalno$¢ B. cereus w jelicie
cienkim wptywaja nastepujace czynniki: sole zokci,
zdolnos¢ adherowania do komorek nabtonka jelitowe-
go, natywna mikroflora jelitowa 1 interakcje migdzy
komorkami B. cereus a enterocytami.

Wptlyw soli zétei i innych sktadnikow
soku jelitowego na Bacillus cereus

Po barierze wysokiej kwasowosci, jaka wystepuje
w zotadku, kolejnym czynnikiem, ktory petni funkcje

obronne przeciwko patogenom dostajacym si¢ wraz
z pokarmem do jelita cienkiego, sa kwasy zolciowe
(18). Stezenie soli zolci w jelicie cienkim nie jest stale,
waha si¢ od okoto 0,2% do 2,0% w/v, w zaleznosci od
cech osobniczych oraz rodzaju 1 ilo$ci spozytego po-
karmu (12). Podstawowa funkcja zotci w organizmie
cztowieka jest utatwianie syntezy i wchtaniania thusz-
czOW z przewodu pokarmowego, jednak z6t¢ stanowi
takze wazne ogniwo systemu odpornosciowego orga-
nizmu z powodu silnie antybakteryjnych wtasciwosci
3).

Intensywnos¢ oddzialywania zétci na drobnoustroje
zalezy m.in. od jej stezenia 1 1losci. Wysokie stgzenia
soli z6tci bardzo szybko powoduja rozpuszczenie thusz-
czy zawartych w btonie komorkowej, dysocjacje za-
wartych w niej biatek, a takze uszkadzaja RNA i DNA
oraz enzymy uczestniczace w budowie DNA (3). Skut-
kuje to prawie natychmiastowa $miercia komorki.
Natomiast niskie st¢zenia soli zotci jedynie naruszaja
stabilno$¢ 1 integralno$¢ btony komoérkowej, wptywa-
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ja na aktywnos$¢ niektorych enzymow, transport ka-
tionow do — i z — komorki (7, 33), a takze zmieniaja
hydrofobowo$¢ oraz potencjat elektryczny komorek
drobnoustrojow (9). Wolne atomy tlenu wytwarzane
przez z6I¢ staja si¢ potencjalnym reagentem w reak-
cjach oksydacyjnych. Z61¢ chelatuje takze wapn 1 ze-
lazo, co w konsekwencji prowadzi do znacznego
zmniejszenia zawartosci tych makroelementéw we-
wnatrz komorki (13, 20, 21, 26).

Pomimo silnych antybakteryjnych wlasciwosci soli
zokci niektore gatunki bakterii moga tolerowac jej
wysokie st¢zenia. Generalnie bakterie G(+) sa znacz-
nie mniej oporne niz G(-) (3). Przyktadowo, dla Sal-
monella Typhi minimalne hamujace rozwdj stezenie
z6kci (MIC) wynosi > 18%, a minimalne bakteriob6j-
cze stezenie zotci (MBC) — 60%, dzigki czemu bak-
terie te moga kolonizowa¢ woreczek zoétciowy (29).
Patogeny G(+), jak L. monocytogenes czy E. faecalis,
przezywaja stezenie soli zofci na poziomie 0,3%, co
odpowiada mniej wigcej stgzeniu wystgpujacemu
w jelicie cienkim czlowieka (2, 6).

Zgodnie z przewidywaniami, liczba przetrwalnikoéw
B. cereus nie zmniejsza si¢ istotnie po 15-minutowe;
ekspozycji na 1% roztwor soli zotci. Natomiast st¢ze-
nie 100-krotnie nizsze hamuje wzrost i rozwdj komo-
rek wegetatywnych, co wskazuje, ze B. cereus jest jed-
nym z bardziej wrazliwych na sole zotci gatunkow
bakterii chorobotworczych (12). W innych badaniach
wykazano jednak zdolno$¢ kietkowania przetrwal-
nikow 1 rozwoj komorek wegetatywnych B. cereus
w obecnosci 0,15% soli kwasow zotciowych (32).

Przetrwalniki zardwno szczepdw psychrotrofowych,
jak 1 mezofilnych zdolne sa do kietkowania w warun-
kach symulujacych jelito cienkie, jednak dodatek do
bulionow symulujacych warunki panujace w jelicie
pankreatyny (3,0 g/l) lub soli z6fci (1,5 g/l) negatyw-
nie wptywa na komoérki wegetatywne w fazie nasyce-
nia. Dodatek soli z6lci powoduje wydtuzenie czasu
generacji komoérek bez wzgledu na faze wzrostu ko-
morek oraz ewentualne ich cechy psychrotrofowe.
Podobny wptyw, cho¢ mniej wyrazny, stwierdzano dla
dodatku soku trzustkowego. Dla wigkszosci szczepow
B. cereus obserwuje sig, ze laczny dodatek soli zotci
1 pankreatyny do bulionéw symulujacych warunki
jelitowe ma mniejszy wptyw na liczebno$¢ drobno-
ustrojoéw niz dodatek tych substancji oddzielnie (31).

Wszystkie badania nad wptywem soli zotci na roz-
wOoj B. cereus przeprowadzano w warunkach in vitro.
Nalezy przy tym wzia¢ pod uwagg, ze podczas testow
ex vivo nie jest mozliwe uwzglednienie wszystkich
aspektow 1 czynnikoéw, ktore moga w warunkach in
vivo wplywac na tolerancjg zotci przez bakterie. Wa-
runki, na ktére komorka bakteryjna bedzie narazona
w $rodowisku, np. w produkcie spozywczym CZy W Z0-
tadku, moga wptywac na jej opornosc. Ekspozycja na
niskie pH, dostep tlenu badz jego brak moga rzutowac
na tolerancjg soli z6fci. Dodatkowo st¢zenie soli zotci
w jelicie jest zmienne w czasie, w zaleznos$ci od znaj-
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dujacego si¢ w nim pokarmu (np. thuste dania zwigk-
szaja ilos¢ wydzielanej z6kci).

Obecnos¢ pokarmu w jelicie cienkim powoduje
zwigkszenie opornos$ci bakterii na sole zolci. Dzieje
sig tak, gdyz niestrawiony pokarm moze tworzy¢ swo-
iste mikrosrodowiska, dzigki ktorym komorki bak-
terii nie sa bezposrednio narazone na aktywnos$¢ soli
zotci. Ponadto niektore sktadniki zywno$ci wiaza
sole zo0tci, zmniejszajac ich bakteriobdjcze dziatanie.
Wplyw obecnos$ci biatek migsa i soi na zwigkszenie
opornosci na sole z6tci zaobserwowano u Lactobacil-
lus curvatus 1 Bifidobacterium breve (8, 27). Antybak-
teryjne wlasciwosci zotci in vivo moga by¢ stabsze od
tych in vitro, gdyz cze$¢ soli zo6tci, tworzac micele
z fosfolipidami, nie jest w stanie wchodzi¢ w inter-
akcje z komorkami bakterii (3). Wptyw rodzaju po-
karmu, z ktérym bakterie dostaja si¢ do jelita cienkie-
g0, na ich przezywalno$¢ i mozliwosci rozwoju w tych
warunkach wykazano réwniez u B. cereus (4). Naj-
wigksza opornoscia cechowaty si¢ komoérki hodowa-
ne w pozywkach z dodatkiem warzyw lub mleka,
w ktorych wzrost B. cereus stwierdzono przy steze-
niach soli z6tci niewiele mniejszych niz $rednie steze-
nie zotci wystepujace w jelicie cienkim cztowieka.

Krotka wstepna ekspozycja przetrwalnikow 1 komo-
rek wegetatywnych B. cereus na temperatur¢ 10°C
imitujaca przechowywanie zanieczyszczonej Zywnos-
ci w warunkach chtodniczych nie wptywa na zacho-
wanie si¢ tych drobnoustrojéw w pozywkach symulu-
jacych transfer zotadkowo-jelitowy (31).

Obecno$¢ soli zokei w srodowisku wptywa na eks-
preS_]Q roznych genow B. cereus. Geny zwiazane z opor-
noscia na stres powodowany solami z6fci, w tym ty-
powe bialka stresowe i1 geny regulujace transkrypcje
RNA byly bardziej aktywne. Geny te w wigkszosci
naleza do klasy genow transportujacych i metabolizu-
jqcych weglowodany, odpowiedzialnych za transkryp-
cjg, obroty biatkami oraz chaperony. Natomiast geny
powiazane z ruchliwoscia komorek, §ciana komorko-
wa, biogeneza blony komorkowej, replikacja i napra-
wa DNA sa tlumione. W badaniach nad bakteriami
Wystqpujqcyml naturalnie w jelicie ludzkim (a wigc
tOlGI'll] qcyml wysokie stezenia zotci), Wykazano zZnacz-
nie wyzsza ekspreSJQ wymienionych genow (12). Zja-
wisko to moze czg$ciowo thumaczy¢ stabsza opornos¢
B. cereus na sole zofci.

Wplyw mikroflory natywnej jelit
na przezywalnoS¢ Bacillus cereus

W kazdym z poszczegdlnych odcinkéw przewodu
pokarmowego cztowieka znajduja si¢ mikroorganizmy
przystosowane do okreslonych warunkéw czy to skraj-
nie niskiego pH Zotadka, czy obecnosci bakterioboj-
czych substancji, takich jak zot¢.

Autochtoniczna mikroflora jelitowa spetnia okre§lone
funkcje metaboliczne oraz ochronne, ktore wynikaja
przede wszystkim z ich antagonistycznego dzialania
na bakterie chorobotworcze. Bakterie fermentacji mle-
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kowej, glownie z rodzaju Lactobacillus, wytwarzaj ac
kwas mlekowy 1 bakteriocyny, zapobiegaja rozwojo-
wi patogenow. Poza tym bakterlostatyczne wlasciwos-
ci mikroflory natywnej wynikaja rowniez z faktu za-
siedlania nabtonka jelitowego, przez co bakterie cho-
robotwoércze nie maja wolnego miejsca do rozwoju
(14). W pracach tych, dotyczacych wptywu szczepoéw
Lactobacillus 1 Lactococcus na wzrost B. cereus,
stwierdzono, ze wzrost komorek wegetatywnych B. ce-
reus oraz kietkowanie przetrwalnikow byly hamowa-
ne przez bakterie mlekowe, co ttumaczy si¢ zakwa-
szeniem srodowiska (24, 25).

Interakcje Bacillus cereus
z komarkami nabtonka jelita cienkiego

Adhezja przetrwalnikow jest przedmiotem badan
z zakresu bezpieczenstwa produkeji zywnosci, szcze-
gblnie dotyczacych zagadnien zanieczyszczenia po-
wierzchni, ktore maja kontakt z surowcem/produktem
w czasie produkcji. Wykazano, ze przetrwalniki B. ce-
reus maja zdolnos¢ adherowania do wielu roznych
powierzchni abiotycznych, tj. metalu, szkta i tworzyw
sztucznych (5, 19, 23). W badaniach nad mechaniz-
mem toksycznosci B. cereus wykazano takze zdolno$¢
adherowania przetrwalnikéw (1, 31) oraz komorek
wegetatywnych (17, 31) do komorek Caco-2 i Hep-2.
Jest to istotne odkrycie dla wyjasnienia mechanizmu
toksykoinfekcji wywotywanej przez B. cereus. Po doj-
sciu komorek wegetatywnych lub przetrwalnikéw do
jelita cienkiego, jako konsekwencji przedostania si¢
do przewodu pokarmowego zanieczyszczonej Zyw-
nos$ci, ich adhezja do enterocytow jest warunkiem
wstepnym wystapienia objawOw zatrucia typu biegun-
kowego. Mechanizm tej adhezji nie jest do konca
wyjasniony. Niektore mikroorganizmy, takie jak np.
L. monocytogenes, wykorzystuja wystgpowanie spe-
cyficznych receptorow (adhezyn) na komorkach na-
btonka do adherowania do ich powierzchni (11), jed-
nakze obecnosci zwigzkéw o takiej aktywnosci na
powierzchni przetrwalnikow czy komorek wegetatyw-
nych B. cereus do tej pory nie stwierdzono.

Ostrzejsze objawy zatru¢ enterotoksyna moga by¢
powodowane przylaczaniem sig przetrwalnikow B. ce-
reus do komorek nabtonka jelitowego 1 kolonizowa-
niem tego Srodowiska. Przetrwalniki przylegajace do
komorek nabtonka kietkuja, tworzac komorki wege-
tatywne, ktore z kolei wytwarzaja enterotoksyny w bez-
posrednim kontakcie z komoérkami organizmu czto-
wieka (1,22, 30). Jednym z sygnalow srodowiskowych
majacych wpltyw na wytwarzanie enterotoksyny HBL
przez B. cereus jest pH. Toksyna HBL wytwarzana jest
w zakresie pH od 5,5 do 10,0, z optimum w pH 8,0, ;.
w zakresie kwasowosci w jelicie cienkim cztowieka
(28).

W badaniach in vitro wykazano, ze wspdlna inku-
bacja hodowli ludzkich enterocytow z bezkomorko-
wymi filtratami pohodowlanymi lub komérkami wege-
tatywnymi B. cereus prowadzi do wywotania réznych
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zmian w komorkach nabtonka. Zmiany te obejmuja
zmniejszenie aktywnosci dehydrogenazy mitochon-
drialnej, znaczne zmiany w morfologii komorek oraz
rozktad aktyny i uszkodzenie btony komérkowej, pro-
wadzace do zaburzenia jej przepuszczalnos$ci. Ponad-
to, niektore szczepy B. cereus powoduja naruszenie
monowarstwy hodowli enterocytow, co takze uwaza
si¢ za dodatkowy mechanizm odpowiedzialny za wi-
rulencje tych drobnoustrojow (16, 17).

Zjawisko adhezji przetrwalnikow B. cereus do ko-
morek nabtonka jelitowego zostato doktadniej zba-
dane (1, 22). Wykazano zalezno$¢ migdzy hydrofobo-
woscia przetrwalnikow a zdolnoS$cia przytaczania si¢
do komorek jelita cienkiego. W przypadku komorek
wegetatywnych B. cereus nie odnotowano zadnej ad-
hezji wzgledem komorek Caco-2. Adherowanie prze-
trwalnikow B. cereus do komoérek Caco-2 tlumaczy
si¢ tym, Ze spory posiadaja ,,wypustki”, ktoérych wy-
stgpowanie w potaczeniu z 0dp0W1edn10 wysoka
hydrofobowos$cia warunkuje zdolnos$¢ adhez;i.

Stwierdzono ponadto, ze toksyczno$¢ B. cereus za-
lezy w duzej mierze od ekspresji genu plcR, koduja-
cego wytwarzanie wigkszos$ci sposrod biatek toksycz-
nych dla komorek nabtonka jelitowego (22). Interesu-
jace jest rowniez, ze aktywacja ekspresji genu plcR
u B. thurznglenszs zwiazana jest z wytwarzaniem pep-
tydu sygnalowego dziatajacego jako efektor zjawiska
quorumsensing, co oznacza, ze adherowanie komorek
patogendéw do komorek nablonka moze powodowaé
powstawanie na nim stref o wysokim skupieniu bak-
terii, co z kolei utatwia pojawienie sig interakcji po-
migdzy drobnoustrojami (10).

Pod wplywem bezkomorkowych filtratdéw pohodow-
lanych wigkszo$ci badanych szczepow B. cereus ob-
serwowano odlaczanie enterocytow oraz silny efekt
cytopatyczny. Odsetek zniszczonych enterocytéw byt
szczepozalezny 1 siggal nawet 78 + 7%. Nie stwier-
dzono zalezno$ci migdzy wystgpowaniem u szczepu
B. cereus sekwencji kompleksu hbl a ich zdolnoscia
odtaczania komoérek Caco-2 (15).

Komorki Caco-2 wytwarzaja substancj¢ indukuja-
ca kielkowanie przetrwalnikow B. cereus, ktora naj-
prawdopodobniej jest zwiazkiem niskoczasteczkowym
ze wzgledu na cieptoopornos¢ (jej aktywnos¢ obser-
wowano rowniez po ogrzaniu hodowli w temperaturze
100°C/5 minut). Rownocze$nie nie stwierdzono wy-
twarzania tego typu substancji przez komorki Hep-2 (31).

Podsumowanie

Patogeneza syndromu biegunkowego wystepuje po
spozyciu zywnosci zanieczyszczonej przetrwalnikami
lub komorkami wegetatywnymi B. cereus, ktdre po
przebyciu bariery zotadka docieraja do jelita cienkie-
go, gdzie przetrwalniki B. cereus moga kietkowac,
a powstajace komorki wegetatywne mnozy¢ 1 wytwa-
rza¢ enterotoksyny. W konsekwencji enterotoksyny
uszkadzaja nabtonek jelitowy, wywolujac biegunkg.
Na podstawie aktualnych danych pi$miennictwa przed-
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stawionych w niniejszym opracowaniu wydaje sig, ze
nalezy zrewidowa¢ dotychczasowe poglady dotyczq
ce mechanizmu zatrucia biegunkowego, moéwiace
o udziale jedynie przetrwalnikow B. cereus w toksy-
koinfekcji. Wyniki badan in vitro §wiadczace o mozli-
wosci przezycia komorek wegetatywnych w srodowi-
sku zotadkowym, a takze w warunkach jelitowych do-
wodza, ze posta¢ zyciowa drobnoustrojow nie ma
wplywu na wystapienie objawow chorobowych.

Chociaz syndrom biegunkowy zatrucia pokarmowe-
go wywolanego przez B. cereus charakteryzowano do
tej pory jako skutek wptywu wytwarzanych enterotok-
syn bez zadnej interakcji migdzy gospodarzem a mi-
kroorganizmem, to w §wietle przedstawionych wyni-
kéw badan taka interakcja migdzy komoérkami B. ce-
reus a enterocytami moze wystgpowac 1 wplywac na
pojawienie si¢ objawdw chorobowych. Ponadto wy-
daje sig, ze adhezja B. cereus do nabtonka jelitowego
jest warunkiem koniecznym patogenezy. Wystgpowa-
nie zjawiska adhezji jest potwierdzone takze faktem,
ze bez jego wystepowania przetrwalniki czy komorki
wegetatywne B. cereus bylyby usuwane wraz z trescia
jelitowa. Nalezy rowniez zwroci¢ uwage na fakt, ze
enterotoksyny HBL oraz NHE sa do$¢ szybko inakty-
wowane w warunkach jelitowych, a wigc do wywota-
nia przez nie zmian chorobowych konieczny jest bez-
posredni kontakt z nablonkiem. Adhezja jest wigc nie
tylko warunkiem koniecznym do skolonizowania na-
btonka jelitowego przez B. cereus 1 pozostania w tyrn
srodowisku w czasie wystarczajacym do namnozenia
do odpowiednio duzej liczebnosci, ale takze do za-
pewnienia wytworzenia enterotoksyn w blisko$ci na-
btonka, tak aby zapobiec ich inaktywacji. Nowym zja-
wiskiem, jeszcze nie opisanym doktadniej, ktore moze
mie¢ wplyw na przebieg poczatkowych etapow zatru-
cia, jest prawdopodobne wytwarzanie przez enterocy-
ty substancji indukujacych proces kietkowania prze-
trwalnikow B. cereus.
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