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Bakterie z grupy Bacillus cereus (lub Bacillus cereus sensu lato) sa tlenowymi lub fakultatywnie beztlenowymi Gram-dodatnimi laseczkami. Grupa B. cereus obejmuje, co najmniej dziewie¢ gatunkow: Bacillus cereus sensu
stricto, Bacillus thuringiensis, Bacillus weihenstephanensis, Bacillus mycoides, Bacillus pseudomycoides, Bacillus anthracis, Bacillus toyonensis, Bacillus widmanni oraz Bacillus cytotoxicus. Ze wzgledu na powszechnos¢
wystepowania W Srodowisku oraz zdolnos¢ do tworzenia form przetrwalnych B. cereus stanowi istotne zagrozenie dla bezpieczenstwa zywnosci. Bakterie z grupy B. cereus izolowane sa gltdéwnie z ryzu, makaronow, miesa,
warzyw, produktéw mlecznych, przypraw oraz zywnos$ci gotowej do spozycia. B. cereus nalezy do bakterii wywotujacych zatrucia pokarmowe o charakterze biegunkowym oraz wymiotnym. Ze wzgledu na powszechno$¢
wystepowania W srodowisku oraz zdolnosci do tworzenia form przetrwalnych zwanych sporami B. cereus stanowi zagrozenie dla bezpieczenstwa produktow spozywczych. W Polsce od 2007 roku prowadzony jest monitoring
zywnosci W Kierunku oznaczania liczby przypuszczalnych B. cereus.

STRESZCZENIE

Celem prowadzonych badan byla fenotypowa i molekularna analiza bakterii z grupy B. cereus
z uwzglednieniem profilu wytwarzanych toksyn oraz opornosci na antybiotyki i chemioterapeutyki.
Szczepy B. cereus izolowano z ciast zawierajacych krem poddany obrébee cieplnej lub niepoddanej
obrobcee cieplnej (240), produktow delikatesowych (24), warzyw (2), przypraw (1).

METODOLOGIA

Selekcja i reidentyfikacja izolatow

W ramach prowadzonych badan analizie poddanych zostalo 267 izolatow bakterii przypuszczalnie
nalezacych do grupy B. cereus. Szczepy =zostaly wyizolowane przez Stacje Sanitarno-
Epidemiologiczne z probek zywnosci w ramach monitoringu zywnosci w Polsce badz ognisk zatru¢
pokarmowych zgodnie z norma PN-EN 1SO 7932:2005. Wszystkie szczepy reidentyfikowano
zgodnie z normg PN-EN ISO 7932:2005.

Izolacja DNA

Genomowe DNA izolowano z zastosowaniem 20% Chelex® 100 Resin (Bio-rad). Analizowany
szczep bakteryjny zawieszano w 80 ul wody wolnej od nukleaz (Eurx) oraz 20 ul 20% roztworu
chelexu. Zawiesing inkubowano w 99°C przez 15 min, nast¢pnie chtodzono przez 2 minuty na lodzie.
Material wirowano w temperaturze pokojowej (13,4 rpm) przez 2-3 min. Odzyskiwano 80 pul
supernatantu do dalszych analiz molekularnych.

OKkreslenie przynalezno$¢ bakterii do grupy B. cereus za pomoca reakcji amplifikacji
16S rDNA

Amplifikacje 16S rDNA wykonano z zastosowaniem zmodyfikowanej procedury przedstawionej
przez Hansen i wsp. (2001) z zastosowaniem starterow 5’ - TCG AAATTG AAA GGC GGC - 3
5’- GGT GCC AGC TTATTC AAC- 3’ (Genomed) oraz nastepujacych warunkoéw: 95°C - 10 min,
30x (94°C - 155, 63°C - 45 s, 72°C - 2 min), 72°C - 2 min. Produkty reakcji PCR rozdzielano
elektroforetycznie przez 60 min w 1,5% zelu agarozowym z zastosowaniem GeneRuler™ 100 bp
DNA Ladder jako wzorca mas (ThermoFisher).

OKkreslenie profilu toksyn za pomoca reakcji multiplex PCR

Amplifikacje fragmentow gendow nhe, hbl, cytK i ces wykonano zgodnie z procedurg zaproponowang
przez Ehling-Schultz i wsp. (2006) z modyfikacjami. Produkty reakcji PCR rozdzielano
elektroforetycznie przez 60 min w 1,5% zelu agarozowym z zastosowaniem GeneRuler™ 100 bp
oraz 1kb DNA Ladder jako wzorcow mas (ThermoFisher).

DANE | WYNIKI

Reidentyfikacja izolatéw

Przeprowadzona reidentyfikacja izolatow, zgodnie z normg PN-EN [SO 7932:2005 potwierdzila,
ze wszystkie z analizowanych testow wykazywaty charakterystyczny wzrost na podtozu MYP (kolonie
rozowe, matowe z halo. Wsréd analizowanych szczepow zdolno$¢ do hemolizy potwierdzono
w przypadku 242 z 267 analizowanych szczepow B. cereus.

Okreslenie przynaleznos¢ bakterii do grupy B. cereus za pomoca reakcji amplifikacji 16S rDNA
Przynalezno$¢ do grupy B. cereus za pomoca reakcji amplifikacji 16S rDNA potwierdzono dla wszystkich
analizowanych szczepow.

Okreslenie profilu toksyn za pomoca reakcji multiplex PCR

Szczepy wytwarzajace toksyny kwalifikowano zgodnie z klasyfikacja zaproponowang przez Ehling-Schulz.
Wyniki przedstawiono w tabeli 1. Wséréd badanych szczepow stwierdzono wystepowanie nastepujacych
genow:. hbl (53,56 % analizowanych szczepéw), nhe (91,93%) cytK (44,19%) ces (2,62%) oraz profili A
(31,09%), B (0,37%), C (19,85%), D (8,99%), E (2,25%), F (28,84%), G (1,5%). U 2,62 % analizowanych
izolatow nie zostatl okreslony profil toksyn zgodny z ww. klasyfikacja. W przypadku 4,49% analizowanych
szczepow hie stwierdzono wystepowania genow hbl, nhe, cytK, ces.
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Tab.1. Profile toksyn bakterii nalezacych do grupy B. cereus wyizolowanych z zywnosci

OKkreslenie lekoopornosci na wybrane antybiotyki oraz chemioterapeutyki
Wyniki oceny wrazliwosci szczepdw na poszczegodlne antybiotyki zostaly przedstawione na rycinie 1.
Przeprowadzone badania wykazaly oporno$s¢ na penicyling, ampicyling u wszystkich analizowanych

szczepow. Ponadto badane izolaty wykazaly oporno$¢ na: amoksycyling/kwas klawulanowy (96,25%),
cefalotyne (67,79%), ceftriakson (64,42%), rifampicyne (46,82%), trimetoprim/sulfametoksazol (5,62%),
chinuprystyne/dalfoprystyne (4,87%), chloramfenikol (3,75%), klindamycyne (2,62%), teikoplanin
(1,87%), erytromycyne (1,87%), ciprofloksacyng¢ (0,75%), imipenem (0,75%), tetracykline (0,37%),
gentamycyng (0,37%).

OKkreslenie lekoopornosci na wybrane antybiotyki oraz chemioterapeutyki

Do badan wykorzystano metode dyfuzyjna z zastosowaniem krazkow bibutowych nanoszonych na
podioze agarowe Muellera-Hintona (MH). Przygotowano zawiesine badanego szczepu w skali 0,5
McF. Za pomocg sterylne] wymazowki badang zawiesing naniesiono na podtoze agarowe MH. Po
naniesieniu krazkow inkubowano w 37°C przez 18-20h. Testowano opornos$¢ na nast¢pujace
antybiotyki i chemioterapeutyki (Oxoid): penicyling G (10U, P10), ampicyline (10 pg, AMP10),
cefalotyne (30 pg, KF30), imipenem (10 ug, IMP10), gentamycyne (10 png, CN10), chloramfenikol S —
(30 pg, C30), erytromycyne (15 pg, E15), tetracykling (30 pg, TE30), ciprofloksacyn¢ (5 pg, CIP5), AMC 30

klindamycyne¢ (2 ng, DA2), trimetoprim/sulfametoksazol 1:19 (25 pg, STX25), rifampicyng (5 ug, _—

RD5), ceftriakson (30 png, CRO30), teikoplanin (30 pg, TEC30), amoksycyling-kwas klawulanowy RO 30

(30 ug, AMC30), chinuprystyn¢/dalfoprystyng (15 ug, QD15). Interpretacje wynikow wykonano w
oparciu o kryteria CLSI.
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Przebadano tacznie 267 szczepdéw bakterii nalezacych do grupy B. cereus. Uzyskane wyniki badan CN 1o
pozwolity na ocene zdolnosci badanych bakterii grupy B. cereus do wytwarzania toksyn: hemolizyny, IMP 10
niehemolitycznej enterotoksyny, cytotoksyny K, cereulidyny najczesciej wywotujacych zatrucia KF30
pokarmowe ludzi. Dokonano oceny wrazliwosci SZCZEPOW na antybiotyki AMP10
I chemioterapeutyki. Wsrod izolatdéw pobranych w ramach monitoringu zywnosci w Polsce znajduja P10
si¢ szczepy zdolne do wytwarzania toksyn. Ponadto wykazano wystepowanie lekoopornosci wsrod 5o 10 10 200 20 30 o 20 4 60 8 100 10
szczepOw B. cereus sensu lato wyizolowanych z zywnosci. Dalsze prowadzenie monitoringu zywnosci
w kierunku oznaczania liczby B. cereus w zywnosci jest niezbedne do zapewnienia odpowiedniego
nadzoru nad bezpieczenstwem mikrobiologicznym zywnosci z uwagi na potencjalne ryzyko dla
zdrowia publicznego.
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Ryc.1 Oznaczenie lekoopornosci szczepow B. cereus A. szczepy wrazliwe, B. szczepy sredniowrazliwe, C. szczepy oporne.
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