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Summary

Research on the occurrence of MAP cells in food of animal origin, especially in milk, was initiated after
taking into consideration that paratuberculosis could be a zoonosis and reports that M. avium subsp. para-
tuberculosis (MAP) survive pasteurization. Isolation of MAP from milk is difficult because of the composite
milk structure and the low number of MAP cells in comparison with the number of cells of other bacteria.

The aim of the experiment was to find a method of preliminary processing of milk samples for the isolation
ol viable MAP cells. In the first part of the experiment the sensitivity of Mycobacterium sp. cells to effect of
chemical substances like ammoniac, diethylether, petroleum ether, isopropanol, n-propanol, ethanol, urea and
SDS was examined. The second part of the experiment was to specify how the mixture of select substances
affects the viability of M. smegmatis in milk samples. For the analysis of the results of the preliminary processing
of milk samples 4 substances were chosen ammnmae 0.5%, diethylether 6%, petroleum ether 10% and

SDS 0.1%.
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Wykrycie Mycobacterium paratuberculosis (MAP)
w blonie $luzowej chorych na zapalenie koficowe;j
czesci jelita kretego zwanej chorobg Crohna (3-5) przy-
czynilo si¢ do rozwoju badan nad wystgpowaniem tego
drobnoustroju w srodowisku i drogami zakazenia czto-
wieka. Biorac pod uwage fakt, ze zwierzgta sg pier-
wotnym i gtownym rezerwuarem pratkow, przenosze-
nie zarazka ze zwierzat na ludzi jest bardzo prawdo-
podobne. Wykazano obecnos¢ M. paratuberculosis
w siarze 1 mleku krow wykazujacych objawy klinicz-
ne paratuberkulozy oraz zakazonych bezobjawowo.
MAP izolowano z 34% probek mleka pochodzacego
od krow zakazonych i1ze 100% probek mleka od krow
chorych (19, 22). Uznanie paratuberkulozy za choro-
be odzwierzeea, jak i dane potwierdzajace mozliwos¢
przezycia przez ten drobnoustrdj pasteryzacji przemy-
stowej sklaniaja do podjecia badan nad wystepowa-
niem pateczek kwasoopornych w zywnosci zwierzg-
cego pochodzenia, a w szczegolnosci w mleku. Badania
te napotykaja jednak na duze trudno$ci wynikajace ze
ztozonej struktury mleka, w obrebie ktorej zachodzi
wiele oddziatywan zarowno pomiedzy poszczegolny-
mi fazami samego mleka, jak i mlkroorganlzmaml
w nim obecnymi. Dodatkowa trudno$cia jest fakt, ze
MAP wystepuje w niewielkiej liczbie w poréwnaniu
7 0g06Ina liczba drobnoustrojow w mleku (21), co wyma-
ga zastosowania odpowiedniej metody koncentracji

drobnoustrojow w probee. Jak wynika z raportu opub-
likowanego w Biuletynie FIL/IDF (10), powszechnie
stosowanymi metodami koncentracji drobnoustrojow
w mleku sa procesy wirowania, sedymentacji i fil-
tracji. Wydaje si¢ jednak, ze przy ztozonej strukturze
mleka i powinowactwie komorek MAP do tluszczu,
wynikajacym z hydrofobowego charakteru $ciany ko-
morkowej i otoczki chroniacej komdrki patogennych
mykobakterii (17), procesy te nie gwarantuja odpo-
wiedniej koncentracji MAP w wykorzystywanym do
dalszych badan osadzie. Herman (13), w celu zwigk-
szenia czutosci, wykorzystata do wykrywania MAP
w mleku metoda PCR weze$niej opracowang metode
chemicznego przygotowania probek mleka, stosowa-
na przy 1zolacji Listeria monocytogenes.

Rodzaj Mycobacterium, dzigki otoczce 1 duzej za-
warto$ci woskoéw w Scianie komoérkowej, cechuje
znaczna opornos¢ na czynniki fizyczne 1 chemiczne
(4, 11, 18, 20). Istnieje zatem prawdopodobienstwo,
ze zastosowanie substancji chemicznych moze zwigk-
szy¢ koncentracje zywych komérek MAP w badanym
osadzie mleka.

Celem badan byto opracowanie metody wykorzys-
tujacej substancje chemiczne w celu przygotowania
prébek mleka do wykrywania obecnos$ci zywych ko-
morek bakterii z rodzaju Mycobacterium, w tym takze
MAP.



Materiat i metody

Badania przeprowadzono na probkach mleka surowego
pobranych bezposrednio w gospodarstwie oraz zawiesinie
bakterii Mycobacterium smegmatis. Zawiesing komorek bak-
terii uzyta do inokulowania probek mleka przygotowywano
w nast¢pujacy sposob: M. smegmatis posiewano na podioze
state BHI 1 inkubowano 72 godziny w temperaturze 37°C. Po
okresie inkubacji zmyto z hodowlg 0,05% roztworem Tween
20. Otrzymano zawiesing bakterii o koncentracji komorek
10%-107 w 1 ml. W badaniach uzyty zostat szczep Mycobacte-
rium smegmatis. O wyborze tego drobnoustroju zadecydo-
waty takie cechy, jak: szybki wzrost na podtozach nie wyma-
gajacy mykobaktyny 1 brak cech patogennosci. Nalezy on
bowiem do grupy pratkéw szybko rosnacych, ktérych hodowla
in vitro zamiast minimum 4 tygodni, jak w przypadku MAP,
wymaga od 3 do 5 dni. Brak koniecznosci dodatku mykobak-
tyny w znacznym stopniu obniza koszty badan.

W pierwszym ctapie badan okre$lono wrazliwosé bakterii
z rodzaju Mycobacterium na dzialanie substancji chemicz-
nych (amoniaku, eteru dietylowego, eteru naftowego, izo-pro-
panolu, n-propanolu, etanolu, mocznika i siarczanu sodowo-
-laurylowego — SDS).

Do probdwek zawierajacych po 1000 pl zawiesiny bakte-
rii M. smegmatis dodano pojedynczo roztwory poszczegol-
nych substancji chemicznych w stezeniach: amoniak (5; 4; 3;
2,5;2; 1,5; 1, 0,75; 0,5; 0,4; 0,3; 0,2; 0,1%), eter dietylowy
(25;20; 16; 15;13; 10, 9, 8; 7; 6; 5; 2,5; 1,5; 1%), eter nafto-
wy (15; 13; 10; &; 5; 2,5; 1,5; 1%), izo-propanol (20; 16,5;
15;13; 10; 9; 8; 7; 6; 5; 2,5; 1,5; 1%), n-propanol (10; 7; 5;
2,5%), etanol (50; 44,5;37,5; 31,5;16,5%), mocznik 10M (45;
40; 35; 30; 25; 205 15; 10; 5; 2,5%) 1 SDS (0,15; 0,1; 0,09;
0 08 O 07; 0, 06 0,05; 0 04%) W badaniach wykorzystano
koncentraCJe substancy chemlcznych stosowane w izolacji
Brucella sp. oraz st¢zenia nizsze i wyzsze. Tak przygotowane
prébki inkubowano w 37°C przez 30 minut.

Po inkubacji probki trzykrotnie wirowano (15 minut 14 000
obr./min). Powstaly osad ptukano: po pierwszym wirowaniu
w 500 pl ptynu fizjologicznego, po drugim — w 250 pl ptynu
fizjologicznego, a po ostatnim wirowaniu rozprowadzono
w 0,05% roztworze Tween 20.

7 uzyskanej zawiesiny sporzadzono rzedy rozcienczen dzie-
sigtnych (10-1-107). Kazde rozcienczenie wysiano nastgpnie
na 3 plytki ze statym podlozem BHI. Posiewy inkubowano
w 37°C przez 72 godziny, a nastepnie okre$lono liczbg wy-
rostych na ptytkach kolonii bakteryjnych. Wynik podano w od-
niesieniu do 1 ml zawiesiny. Probg kontrolna stanowito 1000 pl
wyjsciowej zawiesiny bakteryjnej poddanej tej samej proce-
durze bez dodatku badanych substancji chemicznych.

Drugim etapem badan byto okreslenie wptywu mieszaniny
wybranych substancji chemicznych na przezywalno$¢
M. smegmatis w probkach mleka.

Cztery probki mleka surowego i cztery probki mleka pas-
teryzowanego o objgtosci 150 ml umieszczono w proboéw-
kach wiréwkowych (Beckman) o pojemnosci 250 ml. Z za-
wiesiny M. smegmatis wykonano trzy rozcienczenia dziesiet-
ne, ktorymi nastepnie inokulowano znajdujace si¢ w probow-
kach mleko, tak aby uzyskac rozna koncentracj¢ komdrek
M. smegmatis w 1 ml. Do kazdej uzyskanej w ten sposob prob-
ki dodawano kolejno po 4 ml 25% roztworu NH,, 9,75 ml
eteru dietylowego, 22,5 ml eteru naftowego i 2, i ml SDS.
Calos¢ lekko wymieszano. Bezposrednio po wymieszaniu
probki wirowano dwukrotnie przez 15 minut przy 12 000 obr./
/min. Po pierwszym wirowaniu usunigto supernatant, a osad
rozprowadzono w 10 ml ptynu Ringera i przeniesiono do

mniejszej proboéwki. Po kolejnym wirowaniu powtérnie usu-
nigto supernatant, a osad rozprowadzono w 10 ml 0,75% roz-
tworu chlorku cetylopirydyny (CPC) i1 inkubowano przez 15
minut w celu wyehmmowama mikroflory saprofitycznej mle-
ka. Nastepnie probki wirowano dwukrotnie przez 15 minut
przy 12 000 obr./min, a osad rozprowadzono w 10 ml ptynu
Ringera po pierwszym wirowaniu i w 10 ml 0,05% roztworu
Tween 20 po drugim. Z tak przygotowanych prébek sporza-
dzono rzedy rozcienczen dziesietnych (101-107). Kazde roz-
cieficzenie wysiano na 3 plytki z podtozem BHI. Posiewy in-
kubowano w 37°C przez 72 h, a nastepnie policzono wyroste
kolonie bakteryjne. Konicowa liczbe komorek bakteryjnych
podano w odniesieniu do 1 ml mleka. Doswiadczenie powto-
rzono cztery razy.

Liczba komorek M. smegmatis w 1 ml zawiesiny okreslo-
na zostata metoda ptytkowa. Z zawiesiny bakterii M. smeg-
matis, ktéra postuzyta do inokulowania probek mleka, spo-
rzadzono rzad rozeienczen dziesi¢tnych (10'-107). Kazde
rozcienczenie wysiane zostato na 3 plytki z podtozem BHI
i inkubowane przez 72 h w temperaturze 37°C. Wyroste ko-
lonie bakteryjne zostaty policzone, a uzyskany wynik poda-
wano, okreslajac liczbg komorek bakterii w 1 ml.

Okreslono takze wplyw mieszaniny wybranych substancji
chemicznych na mikroflorg mleka.

Do trzech prébek mleka surowego o objgtosci 150 ml do-
dano substancje chemiczne, tak aby uzyskal stezenie w mie-
szaninie: amoniaku 0,5%, eteru dietylowego 6%, eteru nafto-
wego 10% i SDS 0,1%. Nastgpnie prébki poddano trzykrot-
nemu wirowaniu. Z uzyskanej zawiesiny sporzadzono roz-
cienczenia dziesi¢tne od 107" do 10+ i kazde z nich wysiano
na 3 ptytki z podtozem BHI. Posiewy inkubowano w 37°C
przez 24 godziny. Po zakonczonej inkubacji wyroste kolonie
policzono, a wynik podano, okreslajac liczbg komdrek bakte-
ryjnych w 1 ml probki mleka. Do§wiadczenie powtdrzono trzy
razy. Ogolna liczbg drobnoustrojow w 1 cm® probki mleka
oznaczono metoda ptytkowa wg PN-93/A-86036 (15).

Wyniki i omowienie

Mleko, jako pierwszy pokarm ssakow, zawiera
wszystkie niezbedne do rozwoju organizmu sktadni-
ki: biatko, thuszcz, cukry, zwigzki mineralne 1 witami-
ny. Wymienione sktadniki tworza trzy fazy mleka:
emulsyjna, ktora stanowi rozproszony w wodzie
thuszcz mlekowy, koloidalna ztoZzong z miceli kaze-
inowych 1 molekularng zawierajaca rozpuszczone
w wodzie mineraty, witaminy 1 drobnoczasteczkowe
bialka, takie jak np. albuminy. Obecna w mleku suro-
wym flora bakteryjna ulega sitom oddziatywania po-
szczegoOlnych faz. Drobnoustroje, w zaleznosci od ich
gestosei 1 budowy $ciany komorkowej w warunkach
podstoju, ktory jest jedng z naturalnych wtasciwosci
mleka, rozmieszczone sa w objetosci mleka nierdw-
nomiernie. Czg$¢ unoszona jest przez kuleczki thusz-
czu, czgs¢é za$ ulega sedymentacji. Dlatego tez chcac
wykry¢ szczeg6lnie niewielka liczbg komorek bakte-
rii wystepujacych w mleku, potrzebna jest ich koncen-
tracja w jak najmniejszej objetosciowo wielkosci prob-
ki. Podczas poddawania mleka procesowi wirowania
czy sedymentacji nastgpuje rozdzielenie poszczegol-
nych faz mleka. Wigkszo$¢ drobnoustrojoéw, zaréwno
saprofitycznych, jak i patogennych obecnych w mle-
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ku, w trakcie tych proceso6w zachowuje si¢ podobnie
jak biatko 1 pozostaje w osadzie. W przypadku drob-
noustrojow z rodziny Mycobacteriaceae czg$¢ komo-
rek zostaje unoszona wraz z thuszczem mlecznym 1 po-
zostaje w $mietance, ¢zgs¢ za$ ulega sedymentacji (9,
14). Powinowactwo komorek bakterii z rodziny My-
cobacteriaceae do fazy thuiszczowej mleka ma praw-
dopodobnie zwiazek z obecnoscia w ich Scianie ko-
morkowej dlugotancuchowych kwasow thuszczowych,
zwanych kwasami mukolidowymi (tancuchy zawiera-
ja 60-90 czasteczek wegla), tworzacych wokot komo-
rek patogennych mykobakterii, takich jak M. tubercu-
losis complex czy M. avium complex, otoczk¢ — kap-
sute ochronna (7, 8, 16). Wydaje sig, ze przy wykry-
waniu mykobakterii wystgpujacych w mleku w male;
liczbie ujednolicenie struktury mleka moze pomoc
w podniesieniu czulo$ci ich izolacji.

Zdolnos$¢ rozpuszczania kuleczek tluszczowych
w rozpuszczalnikach organicznych, takich jak: etery,
chloroform czy alkohole wykorzystano w metodzie
chemicznej obrobki probek mleka. W badaniach ana-
lizowano wrazliwo$¢ bakterii z rodzaju Mycobacte-
rium na nastepujace zwiazki chemiczne: amoniak,
mocznik, eter naftowy, eter dietylowy, SDS oraz alko-
hole: n-propanol, iso-propanol i etanol.

Badane st¢zenia amoniaku w probkach na pozio-
mie 0,1-0,2% nie hamowaty wzrostu M. smegmatis.
Stezenia wyzsze (0,3-1%) powodowaty redukcje licz-
by komérek o jeden rzad logarytmiczny. Przy stezeniu
1,5% do 3% zawarto$ci amoniaku w prébkach reduk-
cja zwigkszata si¢ odpowiednio: 1,5% o 2 rzedy log;
2% o 3 rzedy log; 3% o 4 rzedy log. Wykorzystane
w metodzie 1zolacji L. monocytogenes (12) 4% st¢ze-
nie amoniaku okazato si¢ zabodjcze dla M. smegmatis.
W ocenie wizualnej probek mleka okazato sig, ze juz
przy stezeniu 0,5% widoczne sg pierwsze zmiany w je-
go strukturze, brak oddzielenia fazy thuszczowe;.

Mocznik w zakresie stezen 2,5%-15% nie wplywat
na spadek liczby komorek M. smegmatis. Wyzsze kon-
centracje — od 20% do 30% — obnizaty liczbg bakterii
w zawiesinie o jeden rzad logarytmiczny. Stezenia zas
45% 1 wyzsze dziataly na obecny w zawiesinie pratek
bakteriobojczo. W metodzie opracowanej przez Her-
man 1 wsp. (12) mocznik stosowany byl w celu precy-
pitacji biatek mleka, co pozwalato na lepsze oczysz-
czenie DNA bakteryjnego, niezb¢dnego do reakeji
PCR. Wlasciwos$¢ ta nie jest konieczna przy izolacji
zywych komoérek MAP z mleka. Mocznik dodany do
probek mleka w stezeniach, ktore nie powodowaty
redukcji liczby komérek M. smegmatis, nie wywoty-
watl zauwazalnych wzrokowo zmian struktury mleka.

Eter dietylowy w stezeniach od 1,0% do 9,0% nie
zmniejszal liczby komorek M. smegmatis. Liczba zy-
wych komoérek po 30-minutowym dziataniu eteru
ksztattowata si¢ na tym samym poziomie logarytmicz-
nym, co liczba komérek w prébie kontrolnej. Poczaw-
szy od stgzenia 10% eteru dietylowego w probkach
nastgpuje gwattowna redukcja liczby komorek bada-
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nego szczepu. Stezenie, ktore bylo stosowane w me-
todzie wykrywania L. monocytogenes, tj. 20%, obni-
zalo liczbe M. smegmatis o 4 rz¢dy log. Widoczne
zmiany struktury mleka mozna byto zauwazy¢ juz przy
stezeniu rzedu 6%.

Eter naftowy nie wykazywat dziatania redukcyjne-
go w stosunku do M. smegmatis w st¢zeniach niskich,
tj. do 10%, zas$ stezenia wyzsze od 13% do 15% po-
wodowaty zmniejszenie liczby komorek o 1 rzad log.
Ocena wzrokowa probek wykazata, ze 10% zawarto$¢
eteru naftowego zmieniala juz strukturg mieka.

Kolejnym wykorzystanym w badaniach zwiazkiem
byt SDS. Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna
stwierdzi¢, ze uzyte w do§wiadczeniu stgzenia SDS
w rézny sposob dziataly na komorki M. smegmatis.
W zakresie stezen od 0,04% do 0,1% nie wykazano
wplywu na liczbg¢ komérek MAP po 30-minutowej in-
kubacji w roztworze SDS. Wyjatkiem jest tu stgzenie
0,07% SDS, w ktorym to we wszystkich sze$ciu po-
wtorzeniach doswiadczenia nastgpowata redukcja licz-
by komorek o jeden rzad logarytmiczny. Tendencjg tg
obserwowano rowniez przy inkubacji zawiesiny w ste-
zeniu 1,5% SDS. W metodzie izolacji L. monocytoge-
nes, ktora podobnie jak MAP jest patogenem we-
wnatrzkomorkowym, stosowano stezenia SDS rzedu
0,07% (12).

Wpltyw uzytych w doswiadczeniu alkoholi: izo-pro-
panolu, n-propanolu i etanolu na M. smegmatis byt
zroznicowany. Stezenia izo- 1 n-propanolu nizsze niz
8% 1 7% nie wptywaty na obnizenie liczby komérek
M. smegmatis. Redukcja ta nastegpowata w st¢zeniach
wyzszych, a dziatanie bakteriobdjcze stwierdzono
w zawiesinie, w ktorej zawartos¢ izo-propanolu wy-
nosita 13% 1 wigcej. Uzyte w badaniach stezenia eta-
nolu byty znacznie wyzsze. Nawet stosowane w me-
todzie wykrywania L. monocytogenes w mleku stgze-
nie 16,6% nie wplywato negatywnie na komorki ba-
danego pratka. Wyzsze koncentracje etanolu (31,4%;
37,44% 1 50%) wykazywaly dziatanie bakteriobdjcze.
Uzyte stezenia alkoholi nie powodowaly zmiany struk-
tury mleka w temperaturze pokojowej. Wyttumacze-
niem tego zjawiska jest fakt, ze alkohole sa dobrym
rozpuszczalnikiem thuszczu mlekowego, ale dopiero
po uprzednim jego podgrzaniu do temperatury obrob-
ki wstgpnej stosowanej w przemysle mleczarskim, tj.
55°C (23).

Analizujac uzyskane wyniki dziatania substancji
chemicznych na komoérki mykobakterii 1 obserwacje
wpltywu badanych zwigzkéw na thuszcz mlekowy,
w celu przygotowania probek mleka do izolacji MAP
wybrano cztery zwiazki chemiczne: amoniak w st¢ze-
niu 0,5%, eter dietylowy w stgzeniu 6%, eter naftowy
w st¢zeniu 10% i SDS w stezeniu 0,1%. Dokonujac
wyboru kierowano si¢ wptywem tych substancji i ich
stezen zardwno na przezywalno$¢ bakterii z rodziny
Mycobacteriaceae, jak 1 na strukture mleka. Zatozono
takze, ze M. avium subsp. paratuberculosis dzigki po-
lisacharydowej otoczce, ktora stanowi dodatkowa



barierg¢ ochronna, jest
organizmem bardziej
opornym na dzialanie
czynnikow chemicz-
nych 1 fizycznych niz
M. smegmatis (8, 16).
Zrezygnowano z zasto-

Tab. 1. Wplyw wybranych sub-
stancji chemicznych na przezy-
walno§¢ M. smegmatis w prob-
kach mleka

sowania w metodzie | _ icznych
mocznika 1 alkoholi; | 3,35 x 104 1,95 x 104
1ZO'PT0P?HOIOW_€g0, 5,55 x 10° 3,05 x 10°
n-propanolowego i ety-

prop ESLE] 2,60 x 108 9,55 x 10°
lowego.

zwiazkéw, wytypowa-

nych w pierwszej czgsci badan na strukturg mleka, dat
pozadany efekt jej ujednolicenia w procesie obrobki
wstgpnej. W tab. 1 przedstawiono wyniki do§wiadcze-
nia przeprowadzonego w celu okreélenia przezywal-
nosci M. smegmatis w prébkach mleka poddanych che-
micznemu przygotowaniu. Uzyskane wyniki pozwa-
laja sadzi¢, ze zastosowanie: amoniaku w st¢zeniu
0,5%, eteru dietylowego w st¢zeniu 6%, eteru nafto-
wego w stezeniu 10% 1 SDS w stezeniu 0,1% jest efek-
tywna metoda ujednolicenia struktury mleka i moze
by¢ wykorzystana w procesie izolacji bakterii z rodzaju
Mycobacterium. Dlatego tez kolejnym etapem badan
byto okreslenie wptywu tych substancji na mikroflore
mleka.

Mileko surowe, bez wzglgdu na sposéb pozyskiwa-
nia, zawiera pewna liczbg drobnoustrojéw. Wigkszo§¢
z nich do wytworzenia kolonii na podtozach mikro-
biologicznych potrzebuje zwykle 24-48 h. Fakt ten
utrudnia izolacj¢ ewentualnie wystepujacych w mle-
ku wolno rosnacych bakterii MAP (1). Dodatkowo nie-
wielka liczba MAP w 1 ml powoduje konieczno$¢ za-
geszczenia wigk-
szych objgtosciowo
probek mleka. Wia-
7e sie z tym zwigk-
szenie liczby pozo-
statej mikroflory.
Dlatego tez w do-
tychczasowych me-
todach izolacji MAP e
stosowano dekonta- B il
minacjg. Jak wyka- 4,9 x 104
zaly przeprowadzo- 2.1 x 10°
ne badania, zastoso-
wanie opisanych substancji chemicznych znacznie re-
dukuje florg bakteryjna wyst¢pujaca w mleku (tab. 2).
Uzyskano obnizenie ogdlnej liczby drobnoustrojow
$rednio o dwa-trzy rzedy logarytmiczne. Redukcja mi-
kroflory mleka nawet na tym poziomie nie jest jednak
wystarczajaca dla stworzenia dobrych warunkéw do
1zolacji M. avium subsp. paratuberculosis z mleka.
Dlatego tez konieczne jest nadal stosowanie dekonta-
minacji probek mleka w roztworze CPC, ale proces
ten mozna skroci¢ do 15 minut.

Tab. 2. Wplyw wybranych substan-
c¢ji chemicznych na mikroflore mle-
ka surowego

1,0 x 101
4,6 x 101
1,5 x 102
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Whioski

1. Chemiczne przygotowanie probek mleka z uzy-
ciem: amoniaku w stezeniu 0,5%, eteru dietylowego
w stezeniu 6%, eteru naftowego w st¢zeniu 10% 1 SDS
w stezeniu 0,1% powoduje ujednolicenie jego struk-
tury 1 nieznaczng redukcj¢ liczby bakterii z rodzaju
Mycobacterium.

2. Zastosowanie substancji chemicznych pozwala na
skrocenie czasu dekontaminacji prébek mleka do 15
minut.
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