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WYSTEPOWANIE BACILLUS CEREUS W MLEKU SUROWYM

Streszczenie

Okreslono wystepowanie B. cereus (ogdlng liczbg oraz NPL przetrwalnikéw) w mleku surowym, po-
bieranym od pojedynczych kréw (108 prob) z dwéch gospodarstw wielkostadnych o réznym poziomie
higieny pozyskiwania mleka oraz w mleku zbiorczym (19 prob) z jednego z tych gospodarstw. W mleku
od pojedynczych krow (20 prob) i mleku zbiorczym (19 prob) pozyskiwanym w gospodarstwie o wyso-
kim poziomie higieny doju ogélna liczba B. cereus jak i NPL jego przetrwalnikow nie przekraczaly 2 w
1 em®. W mleku pozyskiwanym w gospodarstwie o niZszym poziomie higieny doju (88 prob od pojedyn-
czych kréw) ogolna liczba komoérek B. cereus zawierala si¢ w granicach 5,0-6,0-10% j.tk., a NPL prze-
trwalnikéw — w granicach 0,018 — > 1,6-10° w 1 cm’.

Stowa kluczowe: mleko surowe, higiena produkcji, gospodarstwo wielkostadne, Bacillus cereus.

Wstep

Podjete w ostatnich latach dziatania w zaktadach mleczarskich doprowadzity do
zauwazalnego podniesienia higieny produkcji, co przyczynito si¢ do poprawy jakosci i
wydtuzenia trwalos$ci produktéw mleczarskich. Dalszy postgp w tym zakresie powi-
nien doprowadzié w przysztosci do prawie catkowitego wyeliminowania zanieczysz-
czen popasteryzacyjnych (wtoérnych) bakteriami (z grupy coli, psychrotrofowymi,
kwaszacymi), ktore stanowia gtéwny czynnik skracajacy okres przydatnosci do spozy-
cia wielu artykuléw. Po wyeliminowaniu wspomnianych zanieczyszczen dalsza po-
prawa jakosci tych artykuléw bedzie uzalezniona od zmniejszenia liczby bakterii cie-
ploopornych w surowcu. W ostatnich latach szczegdlne zainteresowanie w tej grupie
bakterii wzbudza gatunek Bacillus cereus, uwazany za jeden z najbardziej szkodli-
wych. Drobnoustrdj ten moze by¢ przyczyng wad réznych produktow mleczarskich,
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jak tez powodowa¢ zatrucia pokarmowe wskutek wytwarzania enterotoksyn. O wzra-
stajacym znaczeniu B. cereus $wiadczy coraz wieksza liczba ukazujacych si¢ publika-
cji dotyczacych jego wystgpowania, charakterystyki cech biochemicznych, zdolnosci
do wytwarzania enterotoksyn, do rozwoju w niskich temperaturach oraz powodowania
wad produktow mleczarskich.

Gatunek ten stanowi trudny do calkowitego wyeliminowania sktadnik mikroflory
mleka surowego. Do mleka dostaje si¢ zarowno w formie komorek wegetatywnych,
jak i przetrwalnikéw z powierzchni brudnych strzykéw i kubkow udojowych podczas
doju oraz z przewodow 1 zbiornikéw do przetrzymywania mleka surowego.

Jak podaja rézni badacze, B. cereus wystgpuje w trawie, paszy, kale i Scidtce.
W sianie i kiszonkach stwierdza sig, zaleznie od ich jakosci, odpowiednio, 10%-10% i
10'-10° przetrwalnikéw B. cereus w przeliczeniu na 1 g suchej substancji. Pierwotnym
zrodiem zanieczyszczenia jest jednak gleba, w ktorej stwierdza si¢ najwigcej komorek
wegetatywnych i przetrwalnikow B. cereus, bo odpowiednio od 10° do 107 j.tk. w 1gi
10°-10° j.tk. w 1 g. Z gleby przetrwalniki dostaja si¢ do paszy i do przewodu pokar-
mowego zwierzat i w niezmienionym stanie przechodza do katu, a stad na powierzch-
ni¢ strzykow. Jesli strzyki nie sa myte i dezynfekowane przed dojem, przetrwalniki
dostaja si¢ do mleka. Rowniez ziemia oblepiajaca brudne strzyki stanowi przyczyne
bezposredniego silnego zanieczyszczenia mleka tym gatunkiem. Dodatkowym niepo-
zadanym zjawiskiem jest to, ze przetrwalniki B. cereus wystepujace w ziemi i kale
naleza do szybko kietkujacych w mleku (to znaczy takich, ktére kietkuja w ciagu 24
godz. przetrzymywania mleka w temp. 20°C, uprzednio ogrzewanego w temp. 72°C
przez 10 s; przetrwalniki wolno kietkujace nie wykietkuja w takich warunkach) [2, 6,
10, 14, 21, 24, 26].

Do zanieczyszczenia mleka dochodzi¢ moze takze w wyniku stosowania niezde-
zynfekowanego sprzgtu do doju i przetrzymywania mleka [10, 23, 27]. Niekiedy drob-
noustrdj ten wystepuje w wymieniu, gdyz stwierdza si¢ przypadki (chociaz rzadkie)
zapalen wymienia powodowanych przez Bacillus cereus [10, 12].

W literaturze zagranicznej jest wiele danych na temat wystgpowania B. cereus w
mleku surowym. Dane co do czestotliwo$ci wystgpowania i liczby komorek tego ga-
tunku w mleku surowym w roéznych krajach sa jednak zréznicowane.

Ahmed i wsp. [1] przebadali w USA 100 probek mleka surowego i w 9% tych
probek wykryli obecno$¢ komorek wegetatywnych i przetrwalnikow B. cereus w licz-
bie od ponizej 10 do 10%j. t. k. w 1 cm’. Griffiths [7] wyodrebnit z okoto 60% probek
mleka surowego psychrotrofowe bakterie, z ktorych wigkszo$¢ nalezala do B. cereus.
W mleku surowym pochodzacym z okoto 40% poddanych badaniom farm, Slaghuis i
Wolters [22] stwierdzili od 1 do 120 przetrwalnikéw B. cereus w 10 cm’. Na 24 probki
mleka surowego badanego przez Rangasamy’ego i wsp. [20] w Australii, z 6 probek
wyizolowano B. cereus, przy czym liczba komorek wegetatywnych i przetrwalnikow
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nie przekraczata 10 w 1 cm’. Ziemann [28] w Niemczech poddat badaniom 407 probek
mleka, dostarczanego do zaktadow mleczarskich w cysternach, i stwierdzit obecnos¢
B. cereus w 28,4% probek. Z kolei Te Giffel i wsp. [6] w Holandii wykazali obecnos¢
przetrwalnikow B. cereus w 13-40% probek mleka sposréd 190 pobranych od poje-
dynczych krow.

Dane krajowe na temat wystgpowania Bacillus cereus w mleku surowym sg nie-
liczne. Molska i Mazurek [15] przebadali 100 prébek mleka surowego od indywidual-
nych dostawcow. W 98% badanych probek przetrwalniki B. cereus stwierdzono w 100
cm’, w 81% w 10 cm®, w 32% w 1 em® i w 10% w 0,1 cm’. Najbardziej prawdopodob-
na liczba przetrwalnikéw B. cereus wahata si¢ w granicach od 4 do ponad 1,1-10° w
100 cm’ mleka.

W publikacjach z krajow o cieplejszym klimacie i o nizszym poziomie higieny
pozyskiwania mleka znajduja si¢ doniesienia o silniejszym, niz podane wyzej, zanie-
czyszczeniu go przez B. cereus. W latach 80. XX w., w mleku analizowanym w Egip-
cie, w okoto 70% probek przetrwalniki B. cereus stwierdzono w liczbie od 10* do 10°
w 1 cm?® [11]. Mleko analizowane w Maroku [9] zawieralo $rednio 5,7-10 przetrwal-
nikéw B. cereus w 1 cm’ .

Jak podaja niektorzy badacze [2, 3, 4, 6, 8, 13, 16, 17, 21, 25], liczba B. cereus w
mleku surowym jest rézna zaleznie od sezonu. Gatunek ten wystgpuje czegsciej i w
wigkszej liczbie w mleku w okresie letnim niz zimowym.

Za cel niniejszej pracy przyjeto okreslenie wystgpowania B. cereus w mleku su-
rowym pochodzacym od pojedynczych krow z dwdch oboér wielkostadnych o roznym
poziomie higieny doju i bytowania krow oraz w mleku zbiorczym z tych obor.

Material i metody badan

Mieko od pojedynczych kréw pobierano z dwoch obor wielkostadnych, oznaczo-
nych w dalszym tekscie jako obora A i B, w dwoch wybranych gospodarstwach. W
oborze A wymienione badania przeprowadzano takze w mleku zbiorczym od catego
stada. Z prob, w ktérych stwierdzono wystgpowanie bakterii przypuszczalnie naleza-
cych do B. cereus izolowano je do dalszych badan.

Zaréwno w oborze A, jak i B, stosowany byt d6j mechaniczny przy uzyciu doja-
rek przewodowych. Podczas pobierania préb mleka nie ingerowano w przebieg doju.

Obora A, w ktorej liczba kréw wynosita 80, byta typu plytkiego, bezsciotkowa;
doj odbywat si¢ w hali udojowej. Zabiegi higieniczne przed dojem obejmowaly umy-
cie wymion strumieniem biezacej wody z prysznica, spryskanie ich ptynem dezynfe-
kujacym i wytarcie do sucha papierowym recznikiem. Po doju strzyki zanurzane byly
w plynie dezynfekcyjnym. Instalacja do doju, w tym takze kubki udojowe, myta byla
w obiegu zamknigtym.
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Obora B byla rowniez typu ptytkiego, ale ze $cidtka. W stadzie znajdowato sig
100 krow. D6j odbywat si¢ bezposrednio w oborze. Zabiegi higieniczne polegaty na
umyciu wymion przed dojem bawetniang §ciereczka zanurzana w wodzie (tej samej
dla 2-3 kolejnych krow) z dodatkiem ptynu dezynfekcyjnego. Po dojli strzyki nie byly
dezynfekowane. Instalacja do doju i kubki udojowe myte byly w obiegu zamknigtym.

W oborze A préby mleka zbiorczego pobierano zwykle 1 raz w miesigcu po 2
proéby w ciagu 8 miesigcy. Bylo to mleko zbiorcze z doju wieczornego i rannego od
catego stada. Po wymieszaniu caloéci mleka w tanku chlodniczym pobierano po ok.
600 cm’ mleka do jatowych butelek Schotta.

Mileko od pojedynczych kréw z obory A pobierano przez okres 2 miesigcy (mie-
sigce letnie) po 10 prob od wybranych losowo krow w kazdym miesiagcu. Od wybra-
nych kréw w czasie doju wieczornego pobierano po okoto 100 cm’ mleka do jatowych
butelek Schotta.

W oborze B nie byto mozliwe pobieranie prob mleka zbiorczego z tanku chtodni-
czego. Pobierano tylko proby mleka od wybranych pojedynczych kréw w ciagu 8 mie-
siecy — zwykle od 10 kréw. Proby, po ok. 100 cm’ od pojedynczych kréw, pobierano
w czasie doju wieczornego do jalowych butelek Schotta.

Bezposrednio po pobraniu prob mleka schtadzano je w wodzie z lodem do tempe-
ratury 2-4°C i przewozono do laboratorium Zakladu Technologii Mleka SGGW
(Z.TM.), gdzie niezwlocznie poddawano je badaniom. Oznaczano zaréwno ogdlng
liczbg komorek B. cereus, jak tez liczbg przetrwalnikow B. cereus.

Oznaczanie liczby bakterii B. cereus ogdétem wykonywano metoda posiewu po-
wierzchniowego wedlug metody opisanej w PN-93/A-86034/14 [19]. Stosowano po-
zywke¢ MYP (Merck, nr kat. 1.05463). Na podstawie liczby charakterystycznych kolo-
nii oznaczano liczbg przypuszczalnego B. cereus.

Ze wzgledu na malq oczekiwana liczbe przetrwalnikéw B. cereus w mleku zasto- -
sowano metod¢ oznaczania NPL 5-probéwkowa. W tym celu 5-krotnie pobierano por-
cje badanego mleka o objetosciach: 100 i 10 cm’ oraz 1 i 0,1 cm® (uzupehione jato-
wym mlekiem do 10 em®), po czym ogrzewano je w tazni wodnej w temp. 80°C + 1°C
przez 10 min. Nastepnie mleko schladzano do temp. okoto 30°C, inkubowano w tej
temperaturze przez okoto 24 godziny i z kazdej probowki z mlekiem posiewano mate-
rial rysowo eza na powierzchnie pozywki MYP, przygotowanej w plytkach Petriego
wg cytowanej normy. Po inkubacji ptytek w temp. 30°C £ 1°C przez 20-24 godz. ob-
serwowano pojawienie si¢ typowego dla B. cereus wzrostu, na podstawie ktorego obli-
czano z tabel wskaznik, ktory przeliczano na NPL przetrwalnikéw przypuszczalnego
B. cereus. Stosowano tabele zamieszczong w normie PN-93/A-86034/12 [18].

Podczas prowadzenia badan pobierano materiat z charakterystycznych kolonii
i/lub z posiewu rysowego B. cereus i przesiewano na pozywk¢ PCSMA (Plate Count
Skim Milk Agar, Merck, nr kat. 1.15338). O ile to byto mozliwe, z kazdej badanej
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probki mleka przesiewano po kilka charakterystycznych kolonii. Zaszczepiona po-
zywke inkubowano w temp. 30°C + 1°C przez 20-24 godz., a po uzyskaniu wzrostu
przechowywano w stanie zamrozonym. Szczepy te uznano za przypuszczalnie naleza-
ce do B. cereus.

Testy potwierdzajace przynalezno$¢ wyizolowanych szczepéw do gatunku B. ce-
reus przeprowadzano zgodnie z metodyka opisang w PN-93/A-86034/14 [19].

Wyniki i dyskusja

Wystepowanie B. cereus okreslono w probach mleka pobieranych z dwoch obor
wielkostadnych oznaczonych jako A1B. -

Y .acznie przebadano 108 prob mleka od pojedynczych kréow (20 préb z obory A,
88 préb z obory B) oraz 19 prob mleka zbiorczego z obory A. Wyizolowano 152
szczepy, z ktorych wszystkie po wykonaniu badan potwierdzajacych, ujgtych w PN-
93/A-86034/14 [19], zaliczono do gatunku B. cereus.

Wyniki badan przedstawiono w tab. 1 inarys. 1. Wyniki te wskazuja na rozny
poziom zanieczyszczenia gatunkiem B. cereus mleka pochodzacego z obu obor.

Tabela |l
Liczba B. cereus w mleku surowym z obory A i B.
Number of B. cereus in raw milk from farm A and B.
Liczba Procent préb Zakres liczby
Bakterie badanych préb dodatnich j.tk.lub NPL w lem®
Bacteria . Number of Percentage of Range CFU or MPN
samples positive samples in1cm®
Mleko zbiorcze z obory A
Bulk tank milk from farm A
- B. cereus ogbtem total / B. cereus 19 0 nie stwierdzono
not detected
- przetrwalniki B. cereus / B. cereus 19 100 0,018-14
spores
Mleko od pojedynczych kréw z obory A
Milk from individual cows from farm A
- B. cereus qg(?iem / total B. cereus 20 40 1,0-10°~2,0-10°
- przetrwalniki B. cereus / B. cereus
Spores 20 100 <0,018-0,79
Mleko od pojedynczych kréw z obory B
Milk from individual cows from farm B
- B. cereus ogdlem
total B. cereus 88 66 5,0-10° - 6,2-10°
- przetrwalniki B. cereus
B. cereus spores 78 100 0,018 —> 1,6-10°
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W Zadnej probie mleka zbiorczego z obory A (tab. 1) nie stwierdzono w 1 cm’
obecnosci B. cereus, jezeli posiewano do plytek Petriego bezposrednio 1 cm’ tego
mleka. NPL przetrwalnikow tego gatunku zawierata sie w granicach 0,02-1,4 w 1 cm’
(2~ 1,4-10° w 100 cm®). W 8 probach (40%) mleka od pojedynczych krow z obory A
liczba B. cereus ogdlem nie przekraczata 2,0-10° j.tk. w 1 cm®, a w 12 pozostatych
probach (60%) nie stwierdzono obecnosci B. cereus w 1 cm® przy oznaczaniu jego
ogo6lnej liczby (rys. 1). NPL przetrwalnikow B. cereus w tym mleku wynosita we
wszystkich probach ponizej 1,0 w 1 cm® (od < 0,018 do 0,79). W przeliczeniu na 1
dm’ najwieksza NPL wynosita 7,9-10% (rys. 1, tab. 1).
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Rys. 1. Liczba Bacillus cereus w mleku surowym od pojedynczych kréw (obora A — 20 probek; obora B
— 88 probek).

Fig. 1. Number of Bacillus cereus in raw milk from individual cows (farm A — 20 samples; farm B - 88
samples).

W mleku od pojedynczych krow z obory B, w 30 probach (34%) nie wykryto w
1 cm’ B. cereus przy oznaczaniu ogélnej jego liczby, natomiast w pozostatych 58 pro-
bach liczba ta byta zréznicowana, przy czym w 45 prébach (51%) wynosifa od ponizej
10 do 10> w 1 cm?, a tylko w 13 probach (15%) — w granicach 10%-10% w 1 cm’ (rys.
1). NPL przetrwalnikow B. cereus w mleku z obory B w 51 probach (65%) wynosita
<10, w 21 probach (27%) byta w granicach 10'-10%, a w 6 probach (8%) — w grani-
cach-10°-10° w 1 cm’.
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Przedstawione wyzej dane, szczegélnie widoczne na rys. 1, $wiadcza o znacznym
zrdznicowaniu stopnia zanieczyszczenia przez B. cereus mleka pochodzacego z bada-
nych obdr i o istotnym wplywie higieny bytowania kréw i higieny doju na liczbg tych
bakterii w mleku. Stosowana w oborze A metoda utrzymywania czystosci wymion i
higieny doju okazata si¢ bardziej skuteczna niz w oborze B.

W oborze B wymiona atwo ulegaly zanieczyszczeniu ze srodowiska (ze $ciolki
zmieszanej z kalem), a stosowany sposob ich mycia i dezynfekcji przed dojem nie
zapewnial odpowiedniej czystosci. Zrdznicowany poziom liczebnosci bakterii B. ce-
reus w mleku od poszczegolnych krow z obory B §wiadczy o tym, Ze nie przestrzega-
no starannego przygotowania do doju kazdej krowy i sprz¢tu. O tym, Ze mozliwe byto
wilaSciwe umycie wymion i sprzg¢tu do doju w oborze B $wiadczy brak B. cereus w 1
cm’ w pewnej czesci probek mleka z tej obory. Warto zauwazy¢, ze ogoélna liczba B.
cereus i NPL jego przetrwalnikéw byly w niektorych probach mleka na zblizonym
poziomie. Zanieczyszczenie tak duza liczba przetrwalnikow moglo pochodzi¢ wiasnie
z powierzchni strzykéw lub wngtrza kubkéw udojowych dojarek.

Publikacje z réznych krajow dotyczace wystgpowania bakterii B. cereus w mleku
surowym sg liczne, lecz dane, co do ich liczebnosci sa dosy¢ zréoznicowane. Moglo to
by¢ spowodowane z jednej strony stosowaniem réznych metod oznaczania liczby tego
gatunku (np. oznaczanie zarowno komoérek wegetatywnych, jak i przetrwalnikéw lub
tylko przetrwalnikow, zastosowanie rdznych pozywek), z drugiej zas§ — rzeczywiscie
réznym poziomem zanieczyszczenia mleka. Zdaniem niektorych badaczy {15, 16], w
mleku surowym istotne znaczenie maja tylko przetrwalniki, ze wzgledu na ich opor-
no$¢ na temperaturg pasteryzacji i przechodzenie do artykutéw mlecznych.

Sledzac wyniki badan z rznych krajéw dotyczace wystepowania przetrwalnikow
B. cereus w mleku surowym mozna zauwazy¢, ze liczba tych przetrwalnikow systema-
tycznie zmniejsza si¢. Na przyktad Te Giftel i wsp. [5, 6], cytujac dane réznych bada-
czy z lat 70. XX w. podali, ze liczba ta wahata si¢ od ponizej 10' do 10° w 1 cm’ mle-
ka. Podobne dane podaja tez Ahmed i wsp. [1]. Wedtug Slaghuis i Woltersa [22] oraz
Rangasamy’ego i wsp. [20] liczba tych form w mleku byta dziesigciokrotnie mniejsza.
Ostatnie publikacje {2, 5, 21] zawieraja dane wskazujace na liczbg przetrwalnikow B.
cereus <1 w 1 cm’, a nawet < 10 w 1 dm® mleka. Wiaze sie to z ogolna poprawa jako-
sci mleka surowego w rdznych krajach.

W niniejszej pracy stwierdzono zroéznicowany poziom liczby B. cereus w mleku
surowym pochodzacym z 2 gospodarstw, rowniez zalezny od poziomu higieny doju.
W mleku od pojedynczych kréw z obory A, w ktérej zapewniono wysoki poziom hi-
gieny bytowania kroéw i higieny doju wystgpowaty znacznie mniejsze liczby zaréwno
komoérek wegetatywnych jak i przetrwalnikow B. cereus niz w mleku pochodzacym od
kréw z obory B o nizszym poziomie tej higieny.
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Z publikacji oméwionych we wstepie wynika, ze B. cereus fatwo moze dostac sig
do mleka surowego z réznych zroédet. W naszym kraju brak jest danych co do wystg-
powania tego gatunku na przyktad w kale krow, réznych paszach, scidtce czy glebie,
skad moze dostawa¢ si¢ na powierzchnie wymion. Badacze z innych krajéw zaobser-
wowali, ze zabrudzone wymig stanowi (obok brudnej instalacji udojowej) gtowne
zrédlo zanieczyszezenia mleka tym gatunkiem. Strzyki tatwo ulegaja zanieczyszczeniu
katem czy ziemia, dlatego powinny by¢ one przed kazdym dojem starannie myte i
dezynfekowane.

Jak podaja van Heddeghem i Vlaemynck [10], nawet mata ilo$¢ katu czy ziemi
pozostajaca na strzykach moze zanieczysci¢ mleko znaczna liczba przetrwalnikow
bakterii. Wymienieni badacze podali liczby przetrwalnikéw B. cereus w mleku suro-
wym udojonym po doktadnym umyciu strzykéw i bez ich umycia. Jesli strzyki byly
starannie umyte, to w 67% prob mleka liczba przetrwalnikéw B. cereus wynosita nie
wiecej niz 1 w 10 cm’, a tylko w 2 prébach na 90 przebadanych liczba ta przekraczala
5w 10 cm’. W mleku pozyskanym bez mycia strzykéw w 1/3 prob stwierdzono ponad
5 przetrwalnikow B. cereus w 10 cm’.

Whioski

1. Poziom higieny obory i pozyskiwania mleka mialy wyrazny wptyw na stopien
zanieczyszczenia mleka formami wegetatywnymi i1 przetrwalnikami bakterii Ba-
cillus cereus. '

2. W mleku pozyskiwanym w gospodarstwie- 0 wyzszym poziomie higieny doju
liczba B. cereus (zardbwno w mleku od pojedynczych krow jak i zbiorczym) nie
przekraczata 2 j.tk. w 1 cm?, natomiast w mleku od pojedynczych krow, pozy-
skiwanym w gospodarstwie o nizszym poziomie higieny, liczba komérek zawiera-
ta si¢ w granicach od 5,0-10° do 6,0-10% j.t k. w 1 cm®, a NPL przetrwalnikéw wy-
nosita od 0,018 do ponad 1,6 102w 1 cm’.

Badania wykonano w ramach grantu KBN 6PO6G 03620.
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THE OCCURRENCE OF BACILLUS CEREUS IN RAW MILK

Summary

The presence of Bacillus cereus (the total number of cells and the most probable number of spores
MPN) in raw milk from individual cows (108 samples) from 2 farms and in bulk tank milk (19 samples)
from one of these farms has been determined. In milk from individual cows (20 samples) and in bulk tank
milk (19 samples) from farm where the hygienic level of milking was high the total number of B. cereus
and MPN of spores not exceeded 2 in 1 em®. In milk from second farm (88 samples from individual cows)
the total number of B. cereus was in the range 5.0-6.0-10° CFU and MPN of spores — in the range 0.018—
>1.6-10°in I cm’.

Key words: raw milk, hygiene of production, farm, Bacillus cereus.



