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Summary

The aim of this work was to determine the survival of spores and vegetative cells of enterotoxic strains of
B. cereus in a medium (GM-milk) simulating human stomach environment after consumption of milk or
dairy products. Gastric medium (GM-milk) was prepared by mixing equal volumes of a gastric electrolyte
solution (4.8 g/l NaCl, 1.56 g/l NaHCO,, 2.2 g/l KCl, 0.22 g/l CaCl,, 500 U/l pepsin solution [Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, nr kat. P6887]) with UHT milk (0,5% fat content). The total count of B. cereus after 6-hours’
incubation in GM-milk (pH~2 and pH~4,5) was determined in a MYP [Merck nr kat. 1.05267.].

After incubating the spores or vegetative cells in a pH~4,5 medium, the count remained unchanged in 70%
and 30% strains, decreased by about 1.0 log cfu/ml in 20% and 40% strains or decreased by about 2.0 log
cfu/cm® in 10% and 30% strains, respectively. After incubating the spores in a pH~2 medium, the count
remained unchanged in 10% strains, decreased by about 1.0 log cfu/cm? and 2.0 log cfu/cm? in 40% and 50%
of the strains, respectively. In the same medium no survival of any tested strains of vegetative cells in 1 ml was
ascertained after 1 hour incubation. The study demonstrated that the survival of B. cereus depended on the
pH of the medium simulating the stomach environment and the physiological state of the cells (spores or

vegetative forms).
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Bacillus cereus jest jednym z najpowszechniej wy-
stepujacych w zywnosci drobnoustrojow chorobotwor-
czych. B. cereus izoluje si¢ z mleka surowego, paste-
ryzowanego, seréw podpuszczkowych dojrzewaja-
cych, mlecznych napojow fermentowanych, mleka
w proszku oraz wielu innych produktow zywnoscio-
wych (4, 5, 15). Drobnoustroje tego gatunku odpowie-
dzialne byty za wywotanie od 1% do 22% przypad-
koéw zatru¢ pokarmowych w réznych krajach w latach
80. 1 90. ubiegltego wieku (13).

B. cereus moze wywotywaé¢ u cztowieka zatrucia
pokarmowe. Szczepy toksynotwoércze odpowiedzial-
ne sa za powodowanie dwodch typoéw zatru¢: wymiot-
nego 1 biegunkowego. Zatrucie pokarmowe typu wy-
miotnego wywolane jest przez cereulidyne — toksyne
wytworzona przez B. cereus w zanieczyszczonej Zyw-
nos$ci. Do zatrucia doj$¢ moze takze na skutek spozy-
cia z zanieczyszczong zywnoscia komorek lub prze-
trwalnikow B. cereus, ktore zasiedlaja jelito cienkie
cztowieka 1 w tych warunkach wytwarzaja enterotok-
syny typu biegunkowego (tzw. toksykoinfekcje). Wy-
niki otrzymane przez Andersson 1 wsp. (2) potwier-

dzity w warunkach in vitro, ze przetrwalniki B. cereus
zdolne sa do przylegania do komorek nabtonka jelito-
wego, co zwiazane jest z hydrofobowoscia przetrwal-
nikéw 1 do kietkowania w warunkach podobnych do
panujacych w jelicie cienkim cztowieka oraz tworze-
nia rownoczes$nie enterotoksyny HBL. Prawdopodo-
bienstwo wystapienia zatrucia pokarmowego typu
,biegunkowego” zalezy wigc $cisle od zdolnosci tych
drobnoustrojow do przezycia w warunkach kwaso-
wosci zotadka czlowieka, a takze odpornos$ci na dzia-
fanie enzymdw wystgpujacych w poczatkowym odcin-
ku przewodu pokarmowego. W warunkach krajowych
nie prowadzono dotychczas badan nad przezywalnos-
cia B. cereus w srodowisku zotadka.

Celem badan byto okreslenie przezywalno$ci komo-
rek wegetatywnych 1 przetrwalnikéw enterotoksycz-
nych szczepow B. cereus, pochodzacych z mleka
surowego 1 srodowiska pozyskiwania mleka, w wa-
runkach imitujacych srodowisko panujace w zotadku
cztowieka po spozyciu zanieczyszczonego przez B. ce-
reus mleka lub produktéw mlecznych.
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Materiat i metody

Badania nad przezywalnos$cia przetrwalnikdéw i komorek
wegetatywnych B. cereus w warunkach symulujacych sro-
dowisko zotadka cztowieka przeprowadzono w pozywce
GM-Milk, w sktad ktorej wchodzit wodny roztwor soli mi-
neralnych, mleko oraz pepsyna, do ktorej wprowadzano od-
powiednie formy komorek badanych szczepow. Wartosci pH
pozywki, ktdra zastosowano, dobrano wedtug danych otrzy-
manych w czasie badan klinicznych przeprowadzonych przez
Dressman i wsp. (10) nad kwasowos$cia soku zotadkowego.
Nizsze pH ~2 odzwierciedla kwasowo$¢ soku zotadkowego
po spozyciu zywnosci na czczo, natomiast pH ~4,5 — po spo-
zyciu kolejnej porcji zywnosci, czyli w przypadku, kiedy
pokarm dostaje si¢ do zotadka o znacznym wypetnieniu.

Do badan uzyto 10 enterotoksycznych, hemolitycznych
szczepOw B. cereus pochodzacych z powierzchni strzykow,
z mleka surowego oraz z powierzchni kubkéw udojowych.
Zakres badan obejmowat okreslenie przezywalnosci kazde-
g0 ze szczepow w pozywcee symulujacej warunki panujace
w zoladku cztowieka (GM-Milk) w nastgpujacych warian-
tach: A: inkubacja przetrwalnikow B. cereus w pozywce
GM-Milk o pH ~2,0 lub pH ~4,5, czas: 6 h, temperatura
37°C, 250 obr./min.; B: inkubacja komoérek wegetatywnych
B. cereus w pozywce GM-Milk o pH ~2 lub pH ~4,5, czas:
6 h, temperatura 37°C; 250 obr./min.

W wariancie A z rysowego wzrostu badanego szczepu na
pozywce MYP pobierano eza pewna ilo$¢ materiatu biolo-
gicznego, przenoszono do proboéwki zawierajacej 10 cm?
jatowego 0,85% roztworu NaCl i doktadnie mieszano. Uzy-
skana w ten sposob zawiesing ogrzewano w temperaturze
80°C przez 10 minut w celu zabicia form wegetatywnych,
a nastgpnie schtadzano. Oznaczano w niej liczbg B. cereus
na pozywce MYP (Merck nr kat. 1.05267). Zawiesing wsta-
wiano do wody lodowej o temperaturze okoto 2°C, gdzie
pozostawata az do uzyskania wynikéw o liczbie przetrwal-
nikow B. cereus w 1 cm’ tej zawiesiny.

Do siedmiu rownolegtych kolb zawierajacych po 50 cm?
pozywki GM-Milk (pozywka GM o sktadzie: 4,8 g/l NaCl,
1,56 g/l NaHCO,, 2,2 g/l KCl, 0,22 g/1 CaCl,, 500 U/I pep-
syny (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, nr kat. P6887) i mleko
0,5% t. w stosunku 1 : 1) i regulowano jej pH za pomoca
jatowego 6 M roztworu HCI do wartosci: pH ~2,0 lub ~4,5.
Nastepnie do kazdej z kolb dodawano taka objgtos¢ zawie-
siny przetrwalnikow B. cereus, aby liczba przetrwalnikow
B. cereus w 1 cm?® pozywki wynosita okoto 10°j.t.k. Wszyst-
kie kolby, z wyjatkiem jednej, w ktdrej oznaczano poczatko-
wa liczbg B. cereus w 1 cm?® pozywki oraz dokonywano po-
miaru pH, przenoszono do wytrzasarki i inkubowano w tem-
peraturze 37°C przy wytrzasaniu 250 obr./min. Co godzing
wyjmowano z lazni jedna kolbg i oznaczano liczbg B. ce-
reus w 1 cm® pozywki.

W wariancie B z ptytki ze wzrostem rysowym B. cereus
na pozywce MYP pobierano eza pewna ilo$¢ materiatu bio-
logicznego, przenoszono go do kolby zawierajacej 50 cm?
bulionu odzywczego (Merck, nr kat. 1.05443) i inkubowano
w temperaturze 34°C przez 18 godzin, 130 obr./min. Z tak
otrzymanej zawiesiny komorek wegetatywnych B. cereus
wykonywano posiew powierzchniowy na pozywke MYP,
w celu okreslenia liczby B. cereus. W tym czasie zawiesing
przetrzymywano w temperaturze ok. 2°C. Nastgpnie poste-
powano identycznie, jak w wariancie A.
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Tab. 1. Zmniejszenie liczby Bacillus cereus w czasie 6 godzin
inkubacji w temperaturze 37°C w pozywce symulujacej wa-
runki panujace w zoladku czlowieka

Odsetek szczepow wykazujacych zmniejszenie
liczby w czasie inkubagcji (log j.t.k./cm?)

pH ~2,0 pH ~4,5
<1 |z1-2| >23| <1 |=212] =23
40% | 50% | 10% | 90% | 10% | -
40% | 40% | 20%

Forma komérek

Przetrwalniki

Komarki wegetatywne NB*

Objasnienie: *NB — brak obecnosci w 1 cm® pozywki po pierw-
szej godzinie inkubacji u wszystkich badanych szczepow

Wyniki i omowienie

Otrzymane wyniki przedstawiono w tab. 1. Stwier-
dzono wysoka oporno$¢ przetrwalnikow B. cereus na
warunki symulujace srodowisko panujace w zotadku
czlowieka po spozyciu mleka zanieczyszczonego tymi
drobnoustrojami. Po inkubacji przetrwalnikéw B. ce-
reus w pozywce o pH ~4,5 zaobserwowano, iz u 90%
badanych szczepdw ogolna liczba B. cereus nie zmie-
nita si¢ lub zmniejszyta si¢ o najwyzej 1 rzad wielkos-
ci, a u pozostatych szczepow spadek siggat do 2 rze-
dow wielkosci. Liczby B. cereus po inkubacji wynosity
od okoto 10* do okoto 10° j.t.k./cm?.

W przypadku zastosowania inkubacji przetrwalnikow
w pozywce o pH ~2, ogdlna liczba B. cereus u 40%
badanych szczepow utrzymata si¢ na niezmienionym
poziomie w czasie trwania do§wiadczenia lub zmniej-
szyla si¢ o najwyzej 1 rzad wielkosci. W przypadku
50% szczepow odnotowano jej spadek o 1-2 rzedy wiel-
kosci, a u pozostatych 10% szczepoéw liczba B. cereus
zmniejszyla si¢ o 2 do 3 rzedow wielko$ci. Koncowa
liczba Bacillus cereus po sze$ciu godzinach inkubacji
wynosita od okoto 10? do okoto 10° j.t.k. w 1 cm’ po-
zywki. Przetrwalniki wszystkich badanych szczepow
wykazywaty wigc znaczna oporno$¢ na kwasowos$¢
soku zotadkowego, typowa dla sytuacji, kiedy pokarm
przyjmowany jest na czczo (pH ~2).

Podobne wyniki badan otrzymali Clavel i wsp. (6).
Autorzy badali przezywalnos¢ przetrwalnikow B. ce-
reus w medium imitujacym srodowisko panujace
w zotadku cztowieka. Doswiadczenia prowadzili w kil-
ku wariantach kwasowosci pozywki, w zakresie od 1,0
do 5,2. Poréwnywali takze przezywalno$¢ B. cereus
w trzech roznych pozywkach symulujacych srodowis-
ko zotadka, tj. po spozyciu mleka, warzyw lub kurcze-
cia. Stwierdzili, Ze przetrwalniki byly oporne na wszyst-
kie badane wartosci pH. Najwigkszy spadek ich liczby
wynosit okoto 2 rzedy logarytmiczne po 6 godzinach
inkubacji w najnizszym stosowanym pH pozywki i tyl-
ko w przypadku inkubacji przetrwalnikow w pozywce
zawierajacej wyciag z warzyw. W przypadku inkubacji
przetrwalnikow B. cereus w pozywce z dodatkiem mle-
ka Iub migsa drobiu nie zaobserwowano istotnych zmian
liczby w zadnej z badanych warto$ci pH. Wyniki te
swiadcza o ochronnym dziataniu sktadnikow srodowi-
ska, takich jak bialko i thuszcz na przetrwalniki podda-
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ne dzialaniu czynnika stresujacego, jakim jest wysoka
kwasowos¢.

Odmienne wyniki badan otrzymano w przypadku
zaszczepienia pozywki komorkami wegetatywnymi
B. cereus. Rezultatem eksperymentu na komorkach we-
getatywnych, w pozywce o pH ~2 byta $mier¢ komo-
rek wszystkich szczepow, juz po pierwszej godzinie
inkubacji. W pozywce GM-Milk o pH ~4,5 u 40%
szczepow nastapit spadek liczby komorek wegetatyw-
nych o najwyzej 1 rzad wielkosci, u kolejnych 40%
szczepow liczba komorek spadta o od ponad 1 do 2
rzedow wielko$ci, natomiast u 20% liczba komoérek
zmniejszyta si¢ o 2-3 rzedy logarytmiczne. Koncowa
liczba komorek wegetatywnych wynosita 10>-10°j.t.k./
cm?’. Komorki wegetatywne wszystkich badanych szcze-
pow wykazaty sig¢ wigc zroznicowana, ale jednak zdol-
no$cia do przezycia inkubacji w pozywce o pH ~4,5.
Co bardziej zaskakujace, u czgsci szczepdw zaobser-
wowano podobna przezywalnos¢ komorek wegetatyw-
nych, jak i1 przetrwalnikow w czasie inkubacji w po-
zywce 0 wyzszym pH.

Naryc. 1 przedstawiono zmiang liczby komorek jed-
nego ze szczepoOw (wyizolowany z mleka surowego),
ktéry odznaczyt si¢ najwigksza opornoscia na zastoso-
wane warianty inkubacji. Przetrwalniki tego szczepu
wykazaly opornos¢ na oba zastosowane warianty pH
pozywki. Ich liczba w czasie trwania obu eksperymen-
tow nie ulegla znaczacym zmianom. W przypadku in-
kubacji przetrwalnikow w pozywce o pH ~2,0 ich licz-
ba w pierwszej godzinie pozostata bez zmian w stosun-
ku do liczby poczatkowej, ale juz w drugiej godzinie
nastapit spadek o 1 rzad wielkosci (do 1,5 x 10°j.t.k./
cm?) i na tym poziomie liczba komorek pozostawata
do 6 godziny inkubacji. W pozywce o pH ~4,5 liczba
przetrwalnikéw zmieniala si¢ rownomiernie, ale nie-
znacznie 1 w ostatniej godzinie inkubacji byta mniejsza
od poczatkowej o mniej niz 1 rzad logarytmiczny.

W przypadku inkubacji komoérek wegetatywnych
wymienionego szczepu W pozywce o pH ~4,5 stwier-
dzono zmniejszenie ich liczby w czasie trwania ekspe-
rymentu o okoto 1 rzad wielkos$ci, a wigc podobnie jak
dla przetrwalnikow w nizszym pH, przy czym przez
pierwsze 2 godziny inkubacji liczba komorek pozosta-
wata na poziomie poczatkowym (2,5 x 10° j.t.k./cm?),
a doplero w 3. godzinie nastapil spadek do liczby 2,0 x
10° j.t.k./em’ i w kolejnych godzinach liczba komorek
pozostawata na mniej wigcej niezmienionym poziomie.
W pozywce o pH ~2,0 juz po godzinie trwania inkuba-
cji nie stwierdzono obecnosci B. cereus w 1 cm® po-
zywki. Identyczne eksperymenty na komorkach wege-
tatywnych przeprowadzili Clavel i wsp. (6). Wykazali
przezywalno$¢ komorek wegetatywnych w pH > 4,3
bez wzgledu na zastosowana pozywke. We wszystkich
wariantach pozywek, ale w zakresie pH 5,1-5,7 zaob-
serwowali nawet wzrost liczby B. cereus wynoszacy

od 1 do 3 rzedow logarytmicznych w 1 cm®. Badania
wymienionych autorow przyn10s1y takze interesujace
informacje dotyczace krzywych smierci dla komorek
wegetatywnych w pozywce GM-Milk (pH ~3,6)
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Ryec. 1. Zmiany liczby szczepu Bacillus cereus pochodzacego
z mleka surowego w czasie inkubacji w pozywce GM-Milk
(37°C/6 h)

1 GM-Chicken (pH ~3,2). W obu rodzajach pozywek
obserwowano gwattowny spadek liczby komorek, sig-
gajacy powyzej 3 rzedow wielkosci w pierwszej godzi-
nie inkubacji, natomiast w kolejnych godzinach liczba
B. cereus pozostawala na niezmienionym poziomie.

Moze to $wiadczy¢ o obecnosci w stosowanym inoku-
lum pewnej niewielkiej liczby komoérek wegetatywnych
wysoko opornych na kwasowy czynnik stresujacy.
Wyniki otrzymane w niniejszych badaniach wydaja si¢
potwierdzac taka tezg.

Podsumowujac, w przypadku komorek wegetatyw-
nych B. cereus potw1erdzono ochronny wptyw mleka
jako medium. Byt on juz wczesniej obserwowany przez
innych badaczy, wedtug ktérych spowodowany byt
obecnoscia ttuszczu oraz biatek w produktach mlecz-
nych (8). Teoria ta sprawdzita si¢ rowniez w niniejszych
badaniach. Waterman i Small (20) wykazali, ze prze-
zywalno$¢ w mielonej wotowinie bakterii wrazliwych
na niskie warto$ci pH, takich jak Salmonella typhimu-
rium, Schigella flexneri i Escherichia coli, byla moz-
liwa dzigki temu, iz migso zwigksza pH kwasnego
mikrosrodowiska tych bakterii. Dzialanie chroniace
bakterie czgsto obserwowane jest takze w warunkach
in vivo. Drouault 1 wsp. (11) stwierdzili wigksza prze-
zywalnos$¢ Lactococcus lactis w zotadku szczuréw po
podaniu zwierz¢tom pokarmu. Jednym z wnioskow,
jakie wyciagneli Clavel 1 wsp. (6) bylo stwierdzenie,
iz liczba B. cereus zdolna do przezycia w zotadku $cis-
le zalezy od rodzaju pozywienia, z ktérym komorki tego
drobnoustroju wprowadzane sa do organizmu czlo-
wieka.

Ponadto, w zdecydowanej wigkszosci przypadkow
(wyjatkiem byly komorki wegetatywne w pozywce
o pH ~2) koncowa liczba przetrwalnikéw 1 komoérek
wegetatywnych B. cereus byta wigksza niz 103 j.t.k./
cm’, co zwigzane jest z dawka niebezpieczna dla zdro-
wia konsumenta. Przyjmuje sig, ze wszystkie produk-
ty, ktore w 1 g lub 1 cm® zawieraja wigcej niz 10° j.t.k.
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B. cereus nie moga by¢ uznane za bezpieczne dla zdro-
wia cztowieka (13, 15).

Najbardziej istotnym wnioskiem wyplywajacym
z wynikow przeprowadzonych badan oraz niektorych
danych pi$miennictwa (6) jest, iz na przezywalno$¢
B. cereus w srodowisku kwasnym bezposredni wptyw
ma forma komorek (komorki wegetatywne lub prze-
trwalniki) wprowadzonych do organizmu. Taki rezul-
tat byt jednak oczekiwany z racji powszechnej wiedzy
na temat opornosci przetrwalnikow (16). Znanych jest
bowiem kilka czynnikéw bioracych udzial w opornos-
ci form przetrwalnych Bacillus sp. na przynajmniej nie-
ktoére chemiczne czynniki stresujace. Wazna funkcje
w odpowiedzi na stres chemiczny, w tym kwasowy,
wydaje si¢ pelni¢, przede wszystkim przy pierwszym
kontakcie, §ciana przetrwalnika, ktéra stanowi barierg
dla czynnikdw zewngtrznych. Nastgpnym czynnikiem
wspomagajacym jest nieprzenikliwos¢ jadra przetrwal-
nikoéw dla substancji hydrofilnych, niska zawarto$¢
wody we wngtrzu przetrwalnika oraz ochrona jego
materiatu genetycznego przez biatka a/ — typ SASP
(biatka rozpuszczalne w srodowisku kwasnym).

Obserwacja reakcji B. cereus (szczep TZ415 wyizo-
lowany z zywnosci) na warunki niskiego pH zaj¢li si¢
réwniez Jobin i wsp. (14). Zauwazyli oni, ze komorki
tego szczepu nie byty wrazliwe na pH ~5. To zjawisko
byto juz wczedniej opisane dla Bacillus i Clostridium
przy ekspozycji ich komorek na niskie pH (12). W ni-
niejszych badaniach, w zblizonym pH, okoto 4,5, ob-
serwowano réwniez przezywalnos¢ komorek wegeta-
tywnych B. cereus. Mozliwo$¢ B. cereus przezycia
w warunkach niskiego pH zalezy od fazy wzrostu,
w jakiej znajduja si¢ te drobnoustroje (14). Reakcja to-
lerancji kwasowej (ATR) byta indukowana w komor-
kach roznych gatunkow Bacillus w pdznej fazie stacjo-
narnej. Takie wyniki zgadzaty si¢ z wynikami uzyska-
nymi dla Listeria monocytogenes (17) 1 Lactococcus
lactis (1), dla ktorych ATR byta indukowana, gdy ko-
morki wechodzily w stacjonarng fazg wzrostu. Komorki
wegetatywne B. cereus, ktorych uzyto w niniejszych
badaniach, rowniez pochodzily ze stacjonarnej fazy
wzrostu. Po zetknigciu si¢ tych komorek z niskimi war-
tosciami pH (okoto 4,5), doszto najprawdopodobnie;j
do reakcji tolerancji kwasowej (ATR), co sprawito, ze
komorki wegetatywne wigkszosci badanych szczepow
przezyly w tych warunkach.

Pomimo ze B. cereus zdolny jest do wzrostu w pH
4,3-9,0 (3), minimalne pH zmienia si¢ dla r6znych
szczepOw oraz zalezy od rodzaju czynnika zakwasza-
jacego. Wykazano (3, 7), ze pewien wplyw ma tempe-
ratura inkubacji. W bulionie mézgowo-sercowym za-
kwaszonym do pH ~5 za pomoca HCIl, nie wystgpowat
rozw0j przetrwalnikow B. cereus w temperaturze 7°C
110°C, niemniej jednak przetrwalniki kietkowaty w tem-
peraturze 20°C. Podobne wyniki uzyskano dla gotowa-
nego purée z marchwi (18). Potwierdzono takze zdol-
no$¢ rozwoju B. cereus w soku cytrynowym o pH ~5
w temperaturze inkubacji 8°C (9) oraz w bulionach
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marchwiowym i cukiniowym zakwaszonych kwasem
cytrynowym do pH ~5 w temperaturze 12°C (19).

Whioski

1. Przezywalno$¢ Bacillus cereus w warunkach imi-
tujacych srodowisko panujace w zotadku cztowieka po
spozyciu zanieczyszczonych tym drobnoustrojem mle-
ka lub produktow mlecznych zalezy od pH oraz formy
komorek (przetrwalniki czy komorki wegetatywne).

2. Przetrwalniki B. cereus sa duzo bardziej oporne
na warto$ci pH ~2 panujace w zotadku cztowieka niz
komorki wegetatywne.

3. Komorki wegetatywne B. cereus wykazuja porow-
nywalna opornos¢, jak przetrwalniki na inkubacje
w pozywce o pH ~4,5 imitujacej warunki panujace
w zoladku.
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