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Milk and milk products as carriers of potentially toxinogenic Bacillus spp.

Summary

The diversity of processed milk and milk based products requiring cold storage and their growing production
scale may pose an increasing risk to consumers of this commodity group from the toxinogenic Bacillus spp.,
including species ignored so far in routine, potentially pathogenic B. cereus oriented food analysis. The
prevalence of potentially toxinogenic Bacillus spp. in milk and milk-based products with a high share of strains
psychrotrophic in nature does not guarantee the safety of such products under cold storage at > 6°C at retail.

With their infrequent presence in milk and no ability of potentially emetic strains to produce cereulide at
<12°C and also high incidence of strains carrying genes necessary to produce NHE, HBL enterotoxins, it seems
obvious that the potentially enterotoxic, psychrotrophic Bacillus spp. may pose a major threat to consumers
of milk and milk based products. Contaminating milk mostly as spores, with their 100% survival rate of the
stomach passage, regardless of the stomach pH, it may cause food borne diseases at a contamination level of
milk and milk-based products much lower than generally acknowledged.

The actual higher number of food borne cases caused by Bacillus spp. compared to those recognized in
statistics call for the elaboration of more efficient identification methods of pathogenic Bacillus spp. in food
and, furthermore, for the verification of existing criteria addressed to these pathogens in products of extended

Review

shelf-life under cold storage, such as milk and milk-based products.
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Sktad chemiczny mleka, w tym obecnos¢ wysoko-
wartosciowych bialek, lekkostrawnych tluszczy, waz-
nych makroelementow — Ca, P, witamin (A, D, E, K
1 B), mikroelementow, takich jak np.: Fe, Mo, Se czy
Zn, sprawia, ze jest ono waznym sktadnikiem diety
czlowieka (4), a jednoczesnie doskonatya pozywka
dla mikroorganizméw. Przy roznych mozliwych zro-
dtach i drogach zanieczyszczenia mikrobiologicznego
mleka w jego sklad wchodzi¢ moga takze bakterie
chorobotworcze, w tym toksynotworcze Bacillus spp.,
trafiajace do mleka surowego gtdéwnie w postaci spor
(28).

Dostepne w ofercie handlowej mleko spozywcze to
gléwnie nie wymagajace przechowywania chtodnicze-
go mleko UHT (Ultra High Temperature) i, wymaga-
jace takiego zabezpieczenia, mleko pasteryzowane
HTST (High Temperature Short Time), LTLT (Low
Temperature Long Time), w tym mleko produkowane
w technologii ESL (Extended Shelf Life); to ostatnie
o przydatnos$ci do spozycia w warunkach przechowy-
wania chtodniczego wydtuzonej do 21 dni (32).

Nazbyt wolne schtadzanie wigkszych partii pa-
steryzowanego mleka czy niewlasciwa temperatura
przechowywania sprzyja¢ moga przechodzeniu po-
budzonych do kietkowania spor Bacillus spp. w for-
my wegetatywne i namnazaniu si¢ ich w produkcie.
Zaleznie od szczepu skutkowa¢ to moze zmiang pa-
rametréw organoleptycznych produktu lub objawami
infekcji/zatrucia pokarmowego u jego konsumen-
tow. W przypadku mleka 1 przetworéw mlecznych,
wymagajacych ciggtosci tancucha chlodniczego od
producenta do konsumenta, istotny problem stanowi¢
moga psychrotrofowe toksynotworcze Bacillus spp.
(5, 14).

Ocenia si¢, ze w USA okoto 25% problemdw jako-
sciowych dotyczacych przechowywanych chtodniczo
(£4°C) pasteryzowanych produktow mlecznych moze
by¢ zwigzanych z ta grupa bakterii. Przy temperaturze
dla transportu 1 przechowywania mleka/produktow
mlecznych w obrocie w UE, w tym w Polsce, okre-
slonej na < 6-10°C 1 < 6°C (30, 31), obecnos¢ poten-
cjalnie toksynotworczych psychrotrofowych Bacillus
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spp. oznacza¢ moze realne zagrozenie dla ich jakos$ci
1 bezpieczenstwa zdrowotnego.

Wg Schmidt i wsp. (34), wyprodukowane w Niem-
czech, Austrii i Szwajcarii mleko ESL, przechowywa-
ne w temperaturze 8°C 1 poddane analizie na granicy
przydatnosci do spozycia, nie spetniato kryteriow
jako$ciowych w 8% przebadanych prob, zas obecnos¢
potencjalnie toksynotworczych bakterii, w tym B. ce-
reus, B. weihenstephanensis, B. pumilus potwierdzono
w 12,1% jednostkowych opakowan handlowych.

Potencjat toksynotwaérczy Bacillus spp.

Sposrod blisko 270 zidentyfikowanych dotad ga-
tunkow rodzaju Bacillus (11) z przypadkéw infekeji/
zatru¢ pokarmowych izolowano szczepy zaliczane
do grupy B. cereus, w tym gtownie B. cereus sensu
stricto 1 B. cytotoxicus sp. nov.1 (17). Sporadycznie
jako czynnik etiologiczny infekcji/zatru¢ pokarmo-
wych wskazywano takze inne gatunki Bacillus, tj.:
B. licheniformis, B. lentus, B. pumilus, B. sphaericus,
B. amyloliquefaciens, B. subtilis czy B. circulans (1,
5,22, 33).

Za biegunkowy typ zatrucia pokarmowego odpo-
wiadaja szczepy zdolne do produkcji termolabilnych,
biatkowych enterotoksyn, takich jak: hemolizyna
BL (HBL), enterotoksyna niehemolityczna NHE czy
cytotoksyna K (CytK). Toksyny HBL i NHE sktadaja
si¢ z 3 komponentéw biatkowych kazda. HBL two-
rza 2 bialka lityczne L2 1 L1 oraz biatko wigzace
B kodowane, odpowiednio, przez geny hblC, hblD
1hblA (15). Toksyng NHE tworza biatka NheA, NheB
1 NheC, kodowane przez geny nheA, nheB i nheC
(36). Wystepujaca w dwoch odmianach — bardziej
— CytK-1 1 mniej toksycznej CytK-2 cytotoksyna K
jest pojedynczym biatkiem o masie 34 kDa (12, 23).
Wg Guinebretiere 1 wsp. (17), szczepy wytwarzajace
CytK-1 stanowig nowy, wydzielony z B. cereus sensu
stricto, gatunek B. cytotoxicus. Enterotoksyny, pro-
dukowane i uwalniane w jelicie cienkim konsumenta,
w zalezno$ci od liczebnosci komorek szczepu — pro-
ducenta i wrazliwo$ci osobniczej, wywoluja biegunke
po 8-16 h od spozycia produktu (16).

Wymiotny typ zatrucia pokarmowego jest wynikiem
obecno$ci w zywnosci cieptostatej toksyny — cereulidy-
ny. Cereulidyna, produkowana przez nieliczne szczepy
B. cereus sensu stricto 1 B. weihenstephanensis, jest
cyklicznym dodekadepsipeptydem o masie 1,2 kDa.
Stabilna w temperaturze 121°C przez 90 min. i w pH
2-11, ta termo- 1 kwasoodporna toksyna nie ulega
rozktadowi pod wplywem enzymoéw trawiennych:
pepsyny 1 trypsyny (5, 9).

Zaleznie od warunkéw srodowiskowych emetycz-
ny szczep B. cereus sensu stricto produkowa¢ moze
0,03-13,3 pg cereulidyny/g/mL produktu (10). Wedlug
Finlay 1 wsp. (14), produkcja cereulidyny jest wicksza
w mleku odtluszczonym o temperaturze 12-15°C niz
W przetrzymywanym w wyzszych temperaturach mle-
ku pelnym. Uwalniana do §rodowiska w logarytmicz-
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nej fazie wzrostu, wprowadzona do organizmu w ilo$ci
0,02-1,83 pg/kg masy ciata, w zalezno$ci od nosnika
1 wrazliwo$ci osobniczej konsumenta, wywota¢ moze
wymioty po 1-5h (5, 19).

Potencjalnym zagrozeniem dla zdrowia konsumen-
tow moga by¢ takze szczepy gatunkéw zaliczanych
do grupy B. subtilis, takich jak np.: B. licheniformis,
B. pumilus, B. mojavensis czy B. subtilis, zdolne do
produkcji cytotoksycznych cyklicznych lipopepty-
doéw, w tym np.: termostabilnej lichenizyny A, pu-
milacydyny, surfaktyny (22, 26, 33) czy amylozyny
(1). Zatrucia/infekcje pokarmowe na tle innych niz
B. cereus gatunkéw laczone z nosnikiem takim jak
mleko spozywcze i jego przetwory notowano dotad
jedynie sporadycznie. Przyktadem zagrozen, jakich
moga by¢ zrédtem, moze by¢ jednak opisany przez
Salkinoja-Salonen 1 wsp. (33), przypadek zakonczo-
nego zgonem zatrucia po spozyciu mleka w proszku
zanieczyszczonego B. licheniformis.

Potencjalnie toksynotworcze Bacillus spp.
w mieku i produktach mlecznych

Powszechnie obecne w $rodowisku naturalnym
Bacillus spp. trafia¢ mogg do mleka r6znymi drogami,
a wérod mozliwych zrodet zanieczyszczenia wymienia
si¢: wymig, glebe, materiat Sciotkowy, kiszonki, pasze,
powietrze, sprz¢t do udoju, powierzchnie 1 sprzet ro-
boczy czy bioaerozol (5, 6, 13, 24).

Przy znacznym rozrzucie w czgstosci wystepowania
Bacillus spp./B.cereus w mleku oscylujacym, w zalez-
nos$ci od kraju badan, w przedziale < 1-67% (2, 8, 15,
21), poziom zanieczyszczenia zwykle nie przekracza
10°jtk mL' (2, 15, 18). Czestsza obecno$¢ potencjalnie
toksynotworczych B. cereus w mleku pasteryzowanym
niz surowym wskazywa¢ moze na proces produkcji
jako zrédto wtornego zanieczyszczenia mleka lub
na mozliwo$¢ popasteryzacyjnego namnazania sig,
powstalych ze spor, form wegetatywnych. Warto
podkresli¢, ze przy podobnej czegstosci wystepowania
poziom zanieczyszczenia mleka spozywczego Bacillus
spp. w Polsce, wynoszacy zwykle < 107 jtk mL™! (2,
badania wtasne), jest nizszy niz np. w Holandii (15)
czy Danii (21) gdzie siega, odpowiednio, < 10°1 <103
jtk mL!.

Przy podobnej do mleka skali i stopniu zanieczysz-
czenia B. cereus wigkszos$ci produktow mlecznych,
uwage zwraca widocznie cze¢stsza obecno$¢ B. cereus
w lodach (7, 18, 25, 38), w tym szczepdw potencjalnie
toksynotwoérczych. W Bawarii np. az 4,7% (24/508)
B. cereus-dodatnich partii lodéow bylo nos$nikiem
szczepOw o potencjale wymiotnym (25).

Produkty mleczne powigzano tez z potwierdzony-
mi przypadkami zatru¢ pokarmowych na tle innych
Bacillus spp. W Finlandii (33) np. toksynotworcze
B. licheniformis byty przyczyng 2 potwierdzonych
przypadkéw zatru¢ pokarmowych po spozyciu lodow.
W 111 innych przypadkach, w ktérych no$nikiem
Bacillus spp., w tym B. licheniformis, byt pudding
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waniliowy, 6 0sob wymagalo hospitalizacji, w tym
1 przypadek zakonczyt si¢ zgonem pacjenta (33).

Potencjalnie toksynotworcze psychrotrofowe
Bacillus spp. w mleku

Poza czestos$cig wystepowania i liczebnoscig w pro-
dukcie, o stopniu zagrozenia dla zdrowia konsumenta
ze strony potencjalnie chorobotworczych Bacillus spp.
decyduja mozliwosci wzrostowe i toksynotworcze
szczepu w okreslonych warunkach przechowywa-
nia mleka i jego przetwordw. Psychrotrofowosé, tj.
zdolno$¢ do wzrostu w warunkach przechowywania
chlodniczego, w grupie ,,toksynotworczych” Bacillus
spp. przypisywana gtownie gatunkom B. weihenste-
phanensis 1 B. mycoides, potwierdzana jest coraz cze-
sciej takze u innych przedstawicieli grupy B. cereus,
jak tez innych Bacillus spp. (2, 5, 26, 28, 35).

Wg Berthold (3), sposrod wyizolowanych z mleka
szczepOw B. cereus, wzrost w temperaturze 6,5°C
w ciggu 10 dni inkubacji dawato 12-25% szczepdw.
W grupie szczepdw B. cereus wyizolowanych z mle-
ka surowego 1 pasteryzowanego wszystkie wyrastaty
w temperaturze 12°C do 10 dni, za§ w 8°C zdolno$¢
takg posiadato, odpowiednio, 8% i1 58% z nich. Powo-
dem do niepokoju moze by¢ wyzszy udziat psychro-
trofowych Bacillus spp. w zanieczyszczeniu mleka
pasteryzowanego w porownaniu z surowym oraz
mozliwos¢ namnazania si¢ szczepoéw z tej grupy do
poziomu > 10° jtk/mL w temperaturach chtodniczych
(6-10°C), w czasie krétszym niz deklarowany okres
przydatnosci produktu do spozycia.

Przy czestej obecnosci szczepow bedacych nosni-
kami genow warunkujacych produkcje sktadowych
okreslonych enterotoksyn, zdolno$¢ do produkeji
toksyny wymiotnej w mleku potwierdzana jest zwykle
u niewielkiego procenta szczepow (2, 35). Na 8239
szczepow B. cereus wyizolowanych ze srodowiska
pozyskiwania i przetwarzania mleka w Szwecji zdol-
nos$¢ do produkcji cereulidyny potwierdzono jedynie
u < 1,0-3,8% (miejsce pozyskiwania) 1 0,05% ($ro-
dowisko przetworni) szczepow (35). W grupie 272
szczepow wyizolowanych z surowego mleka przez
Bartoszewicz i wsp. (2) tylko jeden, zaklasyfikowany
jako B. cereus sensu stricto/B. weihenstephanensis,
okreslono jako potencjalnie wymiotny. W badaniach
wlasnych Zzaden z 73 szczepOow B. cereus sensu stric-
to, wyizolowanych z surowego mleka od réznych
dostawcoéw z regionu Pomorza Zachodniego nie byt
nos$nikiem genu ces.

Analiza potencjatu enterotoksycznego wyizolo-
wanych z mleka szczepow zidentyfikowanych jako
B. cereus sensu stricto/ B. weihenstephanensis, B. thu-
ringiensis 1 B. mycoides/B. pseudomycoides wykazata
obecno$¢ gendéw hblA, nheA i cytK u, odpowiednio,
78, 54157% szczepdw B. cereus s.s./B. weihenstepha-
nensis, 85, 551 60% szczepdw B. thuringiensis oraz
30,701 0% szczepow B. mycoides/B. pseudomycoides
(2). Przyjmujac, ze warunkiem enterotoksycznosci jest
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posiadanie przez szczep kompletu genow warunkuja-
cych produkcje wszystkich 3 sktadowych toksyn NHE
1 HBL, obraz potencjatu enterotoksycznego szczepow
moglby sig istotnie rozni¢. W badaniach wlasnych przy
udziale psychrotrofowych B. cereus s.s. okreslonym,
w mleku surowym, na 54,8% (40/73) no$nikiem genow
hblA, nheA i cytK byto, odpowiednio, 62,5; 77,51 10%
z nich. Jednocze$nie komplet gendw warunkujacych
produkcje wszystkich 3 sktadowych toksyn HBL
1 NHE posiadato, odpowiednio, 15 1 20% psychrotro-
fowych B. cereus s.s. W grupie 40 psychrotrofowych
B. cereus s.s. tylko 1 szczep byl no$nikiem wszystkich
oznaczanych gendéw enterotoksyn (badania wlasne).

Bacillus spp. w statystykach epidemiologicznych
zatrué pokarmowych

Zawarte w statystykach epidemiologicznych dane
dotyczace przypadkow zachorowan na tle B. cereus/
Bacillus spp. sugeruja, ze stanowig one jedynie nie-
wielki procent odnotowywanych przypadkoéw zatruc¢
pokarmowych. Nie ulega jednak watpliwosci, ze
w wigkszos$ci potwierdzonych przypadkéw zatrué
pokarmowych na tle B. cereus/Bacillus spp. nosnikiem
bakterii byly produkty poddane obrobce termiczne;,
wymagajace w trakcie przechowywania i obrotu za-
bezpieczenia chtodniczego.

Wg EFSA (10), w 2010 r. toksynotworcze Bacillus
odpowiadaty jedynie za 1,88% odnotowanych ognisk
zatru¢ pokarmowych w UE, podczas gdy w 2011 r.
byly juz czynnikiem sprawczym 3,9% ogoétu odnoto-
wanych ognisk. Jednoczesnie w 2011 r. we Francji,
na ogdtem odnotowanych 197 ognisk infekcji/zatru¢
pokarmowych, w tym 60 o zidentyfikowanym czyn-
niku sprawczym, B. cereus wskazano jako przyczyne
W 56% z nich (5). Przy widocznej przewadze liczebnej
odnotowanych ognisk/przypadkow o nieznanej etio-
logii oraz znacznej, jak si¢ powszechnie sadzi, liczbie
nie zglaszanych przypadkow, czgstos¢ infekcji/zatrué
pokarmowych na tle Bacillus spp. moze by¢ znacz-
nie wigksza — wg CDC (Center for Disease Control,
2010), nawet 38-krotnie wyzsza od tej odnotowywanej
w statystykach.

Zdaniem epidemiologdw, statystyki dotyczace przy-
padkoéw infekcji/zatru¢ pokarmowych na okreslonym
tle w skali roku zawieraja jedynie przyblizone dane na
temat ich liczby, a w przypadku takich patogenow, jak
m.in. toksynotwoércze Bacillus spp. s§ mocno zanizone
(CDC 2010). Przyczyn taklego stanu rzeczy upatruje
si¢ m.in. w tagodnym, nie wymagajacym interwencji
medycznej przebiegu wigkszosci infekcji na tym tle,
przypisaniu ich innemu niz faktycznie za nie odpo-
wiedzialnemu czynnikowi sprawczemu obecnemu
w produkcie-nosniku (5) czy, w przypadku atypowych
emetycznych B. cereus, pomijanych w rutynowej
analizie zywnos$ci (33), umieszczenie ich w grupie
przypadkéw o nieznanej etiologii.

Na podstawie dostepnych danych epidemiologicz-
nych mozna wnosié, ze w niektorych krajach UE,
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B. cereus znajduje si¢ w czotdwce list rankingowych
przyczyn ogniskowych zatru¢ pokarmowych z po-
twierdzonym czynnikiem sprawczym. W Holandii np.
w 2006 r. odpowiadal za 5,4% ogolnej liczby ognisk
zatru¢ pokarmowych z potwierdzonym czynnikiem
sprawczym, a od 1991 r. do 2006 r. zajmowat pierw-
sze miejsce na tej liscie (36). W krajach takich, jak
Finlandia, Francja, Niemcy czy Norwegia w rankingu
czynnikow sprawczych w 2000 r. przy udziale w og6l-
nej liczbie ognisk zatru¢ pokarmowych z potwierdzo-
nym tlem okreslonym na 1,4%; 5,08%; 2,2% 1 32%,
B. cereus zajmowal trzecie oraz pierwsze miejsce.

Dane epidemiologiczne dotyczace przypadkoéw
zatru¢ pokarmowych na tle B. cereus dowodza, ze
warunkiem wystgpienia objawoéw jest osiggniecie
przez szczep liczebno$ci przekraczajacej 10° w 1 g/
mL produktu (9). Zalezy to takze od produktu-nosnika
1 wrazliwos$ci osobniczej konsumenta. Przyktadowo,
wypicie 250-450 mL przechowywanego chtodniczo
pasteryzowanego mleka zawierajgcego 10°-108 B. ce-
reus w mL przez 34 zdrowych ochotnikow w wieku
20-60 lat wywotato jedynie tagodne, nietypowe dla
B. cereus, objawy u 18 z nich (20). W innym przypadku
puree warzywne zawierajace 3,2 X 10° B. cereus NVH
391/98 (aktualnie B. cytotoxicus) w 1 g, podane 44
pensjonariuszom domu opieki we Francji wywotato
objawy infekcji pokarmowej u wszystkich i1 zakon-
czylo si¢ zgonem 3 z nich (33).

Brak wptywu 1-godzinnego przebywania spor
w $Srodowisku sokéw zolagdkowych o pH 2,0 oraz
przezywalno$¢ form wegetatywnych B. cereus przy
przechodzeniu przez zotadek okreslona w badaniach
modelowych (36) na 3-26% sugeruja mozliwos¢ zatru¢
pokannowych na tle enterotoksycznych B. cereus przy
znacznie nizszym poziomie zanieczyszczenia nimi
produktow, w tym mleka i pochodnych.

Obowigzujace rozporzadzenia lub wytyczne do-
tyczace oceny jako$ci mikrobiologicznej zywnos$ci
uwzgledniajg analize w kierunku B. cereus lub Bacillus
spp. tylko w okreslonego typu produktach (9). W przy-
padku mleka 1 produktéw mlecznych wymog ozna-
czania przypuszczalnych B. cereus dotyczy jedynie
»Preparatow w proszku do poczatkowego zywienia
niemowlat i zywnosci dietetycznej w proszku spe-
cjalnego przeznaczenia medycznego przeznaczonej
dla niemowlat w wieku do 6 m-cy”, stanowigc jeden
z wyrdznikoéw jakosciowych higieny procesu produkcji
(29).

Podsumowanie

Rosnaca skala produkcji mleka i réznorodnosé
produktow mlecznych wymagajacych zabezpiecze-
nia chtodniczego sprzyja wzrostowi zagrozenia w tej
grupie towarowej ze strony toksynotworczych Bacillus
spp., W tym gatunkow pomijanych w ukierunkowane;j
na potencjalnie chorobotworcze B. cereus rutynowej
analizie zywnosci. Czesto$¢ wystgpowania potencjal-
nie toksynotworczych Bacillus spp. w mleku 1 produk-
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tach mlecznych 1 znaczny udziat w tej grupie szczepow
psychrotrofowych sprawiajg, ze temperatura < 6°C
W obrocie nie gwarantuje bezpieczenstwa zdrowotnego
takich produktow.

Przy znikomym zanieczyszczeniu mleka szczepa-
mi emetycznymi zdolnymi do produkcji cereulidyny
w temp. < 12°C oraz znaczacym udziale szczepoéw
posiadajacych geny warunkujace produkcje entero-
toksyn NHE i HBL, gtowne zagrozenie dla zdrowia
konsumenta mleka 1 produktéw mlecznych stanowic¢
beda potencjalnie enterotoksyczne, psychrotrofowe
Bacillus spp. Obecne w mleku giéwnie w postaci
spor, przy 100% ich przezywalnosci przy przecho-
dzeniu przez Zotgdek bez wzgledu na jego pH, moga
by¢ przyczyng zatru¢ pokarmowych przy pozwmle
zameczyszczema nimi produktéw znacznie nizszym
niz si¢ powszechnie sadzi.

Wigksza od ujmowanej w statystykach, faktyczna
liczba ognisk/przypadkéw zatru¢ pokarmowych na
tle Bacillus spp. oznacza potrzebe opracowania sku-
teczniejszych metod identyfikacji chorobotworczych
Bacillus spp. w zywnosci, a dalej weryfikacji kryteriow
mikrobiologicznych dotyczacych tych patogenow
w produktach o wydtuzonej trwatosci, takich jak mleko
SpoZywcze 1 jego przetwory.
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