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Wykrycie My c o b ac t erium p ar atub ercul o s is (MAP)
w błonie śluzowej chorych na zapalenie końcowej
części jelitakrętego zwanej chorobąCrohna (3-5) przy-
czyntło się do rozwoju badań nad występowaniem tego
drobnoustroju w środowisku i drogami zakażęnlaczło-
wieka. Biorąc pod uwagę fakt, żę zwieruęta są pier-
wotnym i głównym rezelwuarem prątków, przęnosze-
nie zarazka ze zwierząt na ludzi jest bardzo prawdo-
podobne. Wykazano obecnośó M. paratuberculosis
w siarze i mleku krów wykazujących objawy klinicz-
ne paratuberkulozy oraz zakażonych bezobjawowo.
MAP izolowano z 34oń próbek mleka pochodzącego
od krów zakażonychtze I00%o probek mleka od krow
chorych (I9,22). Uznanie paratuberkulozy za choro-
bę odzwierzęcą jaki dane potwierdzające mozliwość
przeży cia przez ten drobnoustr ój pastery zacjt przemy -
słowej skłaniają do podjęcia badań nad występowa-
niem pałeczek kwasoopomych w zywności zwterzę-
cego pochodzenia, aw szczególności w mleku. Badania
te napotykająjednak naduże trudności wynikające ze
złożonej struktury mleka, w obrębie ktorej zachodzi
wi e l e o ddz iaływ ań zar ów no p o mi ędzy p o s zc ze golny -
mt fazami samego mleka, jak i mikroorganizmami
w nim obecnymi. Dodatkową trudnością jest fakt, ze
MAP występuje w niewielkiej liczbte w porównaniu
z ogolną liczbą drobnoustroj ów w mleku (2 1 ), co w)Ąna-
ga zastosowania odpowiedniej metody koncentracj i

drobnoustrojow w próbce, Jak wynika zraportuopub-
likowanego w Biuletynie FIL/IDF (10), powszechnie
stosowanymi metodami koncentracji drobnoustroj ów
w mleku są procesy wirowania, sedymentacji i fil-
tracji. Wydaje się jednak, że przy złożonej strukturze
mleka i powinowactwie komórek MAP do tłuszcztt,
wynikającym z hydrofobowego charakteru ściany ko-
mórkowej i otoczki chroniącej komórki patogennych
mykobakterii (17), procesy te nie gwaranfują odpo-
wiedniej koncentracji MAP w wykorzystywanym do
dalszych badah osadzie. Herman (13), w celu zwięk-
szęnia czułości, wykorzystała do wykrywania MAP
w mleku metodą PCR wcześniej opracowaną metodę
chemicznego przygotowania probek mleka, stosowa-
ną przy tzolacji Li s ter i a mo no cy t o gene s.

Rodzaj Mycobacterium, dziękl otoczcę i dużej za-
wartości wosków w ścianie komórkowej, cechuje
znaczna oporność na czynnikt ftzyczne i chemiczne
(4, II,18, 20), Istnieje zatęm prawdopodobieństwo,
ze zastosowanie substancji chemicznych może zwięk-
szyć koncentracj ę żyv,ry ch komórek MAP w b adanym
osadzie mleka.

Celem badanbyło opracowanie metody wykorzys-
tującej substancje chemiczne w celu przygotowania
próbek mleka do wykrywania obecności zyrvych ko-
mórek b akterii z r o dzaju My c o b a c t e r ium, w tym także
MAP.



Matetiał imetody
Badania przeprowadzono na próbkach mleka surowego

pobranych bezpośrednio w gospodarstwie oraz zawiesinie
bakterii Mycob acterium s megmatzs. Zawiesinę komórek bak-
terli użytą do inokulowania próbek mleka przygotowywano
w następujący sposób: M. smegmcltzs posiewano na podłoże
stałe BHI i inkubowano72 godziny w temperafurze37oC.Po
okresie inkubacji zmyto z hodowlę 0,050ń roztworem Tween
20. Otrzymano zawiesinę bakterii o koncentracji komórek
1 06- 107 w 1 ml. W badaniach użyty został szczep Mycobacte-
rium smegmątis. O wyborze tego drobnoustroju zadecydo-
wały takie cechy, jak: szybki wzrost na podłozach nie wyma-
gający mykobaktyny i brak cech patogenności. Należy on
bowiem do grupy prątków szybko rosnących, których hodowla
in vitro zamiast minimum 4 tygodni, jak w przypadku MAĘ
wymaga od 3 do 5 dni. Brak konieczności dodatku mykobak-
tyny w znacznym stopniu obniża koszty badań.

W pierwszym etapie badań określono wrazliwośc bakterii
z rodzaju Mycobacterium na działanię substancji chemicz-
nych (amoniaku, etenr dietylowego, eteru naftowego, izo-pro-
panolu, n-propanolu, etanolu, mocznika i siarczanu sodowo-
-laurylowego SDS).

Do probówek zawl,erających po 1000 pl zawiesiny bakte-
rti M. smegmatis dodano pojedynczo roztwory poszczegol-
nych substancji chemicznych w stęzeniach: amoniak (5; 4;3;
2,5; 2; 1,5 ; 1 ; 0,7 5; 0,5 ; 0,4; 0,3 ; 0,2; 0,Ioń), eter dietylowy
(25; 20; l6; 15; 13; 10; 9; 8;'7 ; 6; 5; 2,5; 1,5; 1oń),eter nafto-
wy (15; 13; 10; 8;5;2,5; I,5; 1%o), izo-propanol (20; 16,5;
15; 13; 10; 9; 8; 1;6; 5;2,5; I,5;1oń),n-propanol (10; 7; 5;
2,5Yo), etanol (50; 44,5;37,5;3I,5;16,5oń), mocznik 10M (45;
40;35;30;25;20; 15;. 101' 5;2,5%o) i SDS (0,15; 0,1; 0,09;
0,08; 0,07; 0,06; 0,05; 0,04%). W badaniach wykorzystano
koncentracje substancji chemicznych stosowane w izolacji
Brucella sp. oraz stęzenia niższę iwyższe. Tak przygotowane
próbki inkubowano w 37'C przez30 minut,

Po inkubacji próbki trzykrotnie wirowano ( 1 5 minut 14 000
obr./min). Powstały osad płukano: po pierwszym wirowaniu
w 500 pl płynu ftzjologlcznego, po drugim w 250 pl płynu
fizjologicznęgo, a po ostatnim wirowaniu rozprowadzono
w 0,05% roztworze Tween 20.

Z uzy skanej zawiesiny sporządzono rzędy rozcieńczęń dzię-
siętnych ( 1 0 1 - 1 0-7). Każde r ozciehczenie wysiano następnie
na 3 płytki ze staĘm podłozem BHL Posiewy inkubowano
w 37"C przez 72 godziny, a następnie określono liczbę wy-
rosĘch na pĘtkach kolonii bakteryjnych, Wynik podano w od-
niesieniu do 1 ml zawiesiny. Próbękontrolnąstanowiło 1000 pl
wyjściowej zawiesiny bakteryjnej poddanej tej samej procę-
dur zę b ęz dodatku b adanych substancj i chemic znych.

Drugim etapem badań było określenie wpływu mieszaniny
wybranych substancji chemicznych na przeżywalność
M. smegmatls w próbkach mleka.

Cztery próbki mleka surowego i cztery próbki mleka pas-
teryzowanego o objętości 150 ml umieszczono w probów-
kach wirówkowych (Beckman) o pojemności 250 ml. Z za-
wiesiny M. smegmatis wykonano trzy rozcteńczenia dziesięt-
ne, którymi następnie inokulowano znajdujące się w probow-
kach mleko, tak aby uzyskać różną koncentrację komóręk
M. smegmatls w l ml. Do każdej uzyskanej w ten sposób prób-
ki dodawano kolejno po 4 ml 25oń roztworu NH,, 9,75 mI
eteru dietylowego,22,5 ml eteru naftowego i 2,1 ml SDS.
Całośó lekko wymieszano. Bezpośrednio po wymieszaniu
probki wirowano dwukrotnie przez l5 minut przy 12 000 obr.l
/min. Po pierwszym wirowaniu usunięto supen,latant, a osad
rozprowadzono w 10 ml pĘnu Ringera i przeniesiono do

mniejszej probówki. Po kolejnym wirowaniu powtómie usu-
nięto supematant, a osad rozprowadzono w l0 ml 0,750ńroz-
tworu chlorku cetylopirydyny (CPC) i inkubowano przez 15

minut w celu wyeliminowania mikroflory saprofitycznej mle-
ka, Następnie próbki wirowano dwukrotnie przez 15 minut
przy 12 000 obr./min, a osad tozprowadzono w 10 ml płynu
Ringera po pier-wszym wirowaniu i w l0 ml 0,050ń roztworu
Tween 20 po drugim. Z tak przygotowanych próbek sporzą-
dzono rzędy rozcieirczęh dziesiętnych ( 1 0 1- 

1 0 1). Każde roz-
cieńczenie wysiano na 3 płytki zpodłożem BHI. Posiewy in-
kubowano w 37"C przez12 h, a następnie policzono wyrosłe
kolonie bakteryjne. Końcową liczbę komórek bakteryjnych
podano w odniesieniu do 1 ml mlęka. Doświadczenie powtó-
rzono cztery razy.

Liczba komóręk M. smegnlatls w l ml zawiesiny określo-
na została metodą płytkową. Z zawiesiny bakterii M. smeg-
matis,któta posłuzyła do inokulowania probek mleka, spo-
rządzono rząd rozcieńczeń dziesiętnych (l0'-10'). Kazde
rozcieńczęnie wysiane zostało na 3 płytki z podłozem BHI
i inkubowane przez 72 h w temperaturze 37'C. Wyrosłe ko-
lonie bakteryjne zostały policzone, a uzyskany wynik poda-
wano, określającliczbękomorek bakterii w 1 ml.

Określono także wpływ mieszaniny wybranych substancji
chemicznych na mikroflorę mleka.

Do trzech próbek mleka surowego o objętości 150 ml do-
dano substancje chemiczne, tak aby uzyskać stężenie w mie-
szaninie: amoniaku 0,5%o, eteru dietylowego 60ń, eteru nafto-
wego l0% i SDS 0,1%, Następnie próbki poddano trzykrot-
nemu wirowanill. Z uzyskanej zawiesiny sporządzono roz-
cięńczenia dziesiętne od 10-| do 10-a i kazde z nich wysiano
na 3 płytki z podłożem BHI. Posięwy inkubowano w 37"C
przez 24 godziny. P o zakończonej i nkubacj i wyrosłe kolonie
policzono, a wynik podano, określając liczbę komórek bakte-

ryjnych w 1 ml próbki mleka. Doświadczenie powtórzono trzy
razy. OgóIną liczbę drobnoustrojow w 1 cm3 probki mleka
oznaczollo metodą płytkową wg PN-93 /A- B 603 6 ( 1 5 ).

Wyniki iomówienie
Mleko, jako pierwszy pokarm ssaków, zawięra

wszystkie niezbędne do rozwoju organizmu składni-
ki: białko, tłlnzcz, cukry związkimineralne i witami-
ny. Wymienione składniki tworzą trzy fazy nrleka:
emulsyjną, którą stanowi rozproszony w wodzie
tłlszcz mlekowy, koloidalną złożoną z miceli kazę-
inowych i mo l ekul a rną zaw ięr aj ąc ą r o zpulszczone
w wodzie mineraĘ witaminy i drobnocząsteczkowe
btałka, takie jak np. albuminy. Obecna w mleku suro-
wym flora bakteryjna ulega siłom oddziaŁywania po-
szczęgóInychfaz. Drobnoustroje, w zależności od ich
gęstości i budowy ściany komorkowej w warunkach
podstoju, który jest jedną z nabJralnych właściwości
mleka, rozmięszczone są w objętości mleka nierów-
nomiernie. Częśó unoszona jestprzez kuleczki tłusz-
cz|L, częŚÓ zaŚ ulęga sedymentacji. Dlatego też chcąc
wykryć szazególnię niewielką liczbę komórek bakte-
rii występujących w mleku, potrzebnajest ich koncen-
tracja wjak najmniejszej objętościowo wielkości prób-
ki. Podczas poddawania mleka pfocesowi wirowania
czy sedymentacj i następuj e r ozdzięlenie poszczęgol-
ny ch faz mleka. Większo ś ć drobnoustroj oą zarówno
saprofitycznych, jak i patogennych obecnych w mle-



Medycyna Wet. 20{H; 60 (5)

ku, w trakcie tych procesów zachowuje się podobnie
jak białko i pozostaje w osadzie. W przypadku drob-
noustroj ów z r o dziny My c o b a c t er i a c e a e część komó -
rek zostaje unoszona wrazztłlszczem mlecznym i po-
zostaje w śmietance, część zaśulega sedymentacji (9,
14). Powinowactwo komórek bakterii z rodziny My-
cobacteriaceąe do fazy tłuszczowej mleka ma praw-
dopodobnie związek z obecnością w ich ścianie ko-
mórkowej długołańcuchowych kwasów tfuszczowych,
zw anychkwasami mukolidowymi (łańcuchy zawiera-
ją 60-90 cząsteczekwęgla), tworzących wokoł komó-
rek patogennych mykobakterii, takich jak M. tubercu-
losis complex czy M. avium complex, otoczkę - kap-
sułę ochronną(7,8, 16). Wydaje się, ze przy wykry-
waniu mykobakterii występujących w mleku w małej
Itczbie ujednolicenie struktury mleka moze pomóc
q, podniesieniu czułości ich izolacjl

Zdo lno ść r ozpuszczania kulec zek tłuszczowych
w rozpuszczalnikach organicznych, takich jak: etery,
chloroforrn czy alkohole wykorzystano w metodzie
chemicznej obrobki próbek mleka. W badaniach ana-
lizowano wrazliwość bakterii z rodzaju Mycobacte-
rium na następujące związkt chemiczne: amoniak,
mocznik, eter naftowy, eter dietylowy, SDS oraz alko-
hole: n-propanol, iso-propanol i etanol.

Badane stęzenia amoniaku w próbkach na pozio-
mie 0,1-0,20ń nię hamowały wzrostu M. smegmatis.
Stęzenia wyższe (0,3-I%) powodowały redukcję licz-
by komórek o jeden rządlogarytmtczny, Przy stęzeniu
1,5Yo do 30ń zawartości amoniaku w probkach reduk-
cja zwiększała się odpowiednto: I,5Yo o 2 rzędy log;
20ń o 3 rzędy log;3Yo o 4 rzędy 1og, Wykorzystane
w metodzie izolacji L. monocytogenes (l2) 4% stęże-
nie amoniaku okazało stęzabójcze dla M. smegmatis.
W ocenie wizualnej probek mleka okazało się, ze juz
przy stężeniu},5oń widoczne sąpierwsze zmiany w je-
go struktur ze, br ak o ddzi e l eni a fazy tłuszczow ej .

Mocznik w zakresie stęzeń 2,5oń-I5Yo nie wpĘwał
na spadek liczby komórekM. smegmatis. Wyzsze kon-
centracj e - od 20%o do 30%o - obntżaĘ liczbę bakterii
w zawiesinie o jeden rządlogarytmtczny. Stęzenia zaś
45% |wyższe działaĘ na obecny w zawiesinie prątek
bakteriobój czo. W metodzie opracowan ej przez Her-
man i wsp. (12) mocznik stosowany był w celu precy-
pitacji białek mleka, co pozwalało na lepsze oazysz-
czenl,ę DNA bakteryjnego, niezbędnego do reakcji
PCR. Właściwość ta nie jest konieczna przy izolacji
żyv,rychkomórek MAP z mleka. Mocznik dodany do
probek mleka w stęzeniach, które nie powodowaĘ
redukcji liczby komórek M. smegmalls, nie wywoły-
w ał zalw ażalnych wzrokowo zmtan struktury mleka.

Eter dietylowy w stęzeniach od 1,0oń do 9,0oń nie
zmniej szał liczby komóre k M. s m e g m a t i s . Liczb a ży -
wych komórek po 30-minutowym działaniu eteru
kształtowała się na Ęm s amym poziomie Io garytmtcz-
nym, co Iiczbakomorek w probie kontrolnej. Począw-
szy od stęzenia 10% eteru dietylowego w probkach
następuje gwałtowna redukcja Iiczby komórek bada-

487

nego szczepu. Stęzenie, które było stosowane w me-
todzie wykrywani a L. m o no cy to gene s, tj. 20Yo, obni-
żało liczbę M. smegmatis o 4 rzędy log. Widoczne
zmiany strukfury mleka można było zauwaĘć jń przy
stęzeniu rzędu 6%o,

Eter naftowy nie wykazywń działania redukcyjne-
go w stosunku do M. smegmatis w stężeniach niskich,
tj. do I0%o, zaś stężenia wyższe od I3oń do 15% po-
wodowały zmniejszenie liczby komórek o 1 rząd log.
Ocena wzrokowa probek wykazaŁa,żę I0oń zawartośó
eteru naftowego zmteniała juz strukturę mleka.

Kolejnym wykorzystanym w badaniach związkiem
był SDS. Na podstawie uzyskanych wyników można
stwierdzić, że użyte w doświadczeniu stężenia SDS
w rożny sposób dziaŁaĘ na komórkt M. smegmatis.
W zakresie stęzeń od 0,04Yo do O,IYo nie wykazano
wpĘwu na liczbę komorek MAP po 3O-minutowej in-
kubacji w roztworze SDS. Wyjątkiem jest tu stężenie
0,07Yo SDS, w ktorym to we wszystkich sześciu po-
wtor zęniach do świadczenia następowała redukcj a licz-
by komórek o jeden ruądlogarytmtczny. Tendencję tę
obserwowano równiez przy inkubacji zawiesiny w stę-
zeniu 1,5% SDS, W metodzie tzolacjt L. monocytoge-
nes, która podobnie jak MAP jest patogenem we-
wnątrzkomórkowym, stosowano stężenia SDS rzędu
0,01% (I2).

Wpływ użyty ch w do świadczeniu alkoholi : izo-pro-
panolu, n-propanolu i etanolu na M. smegmatis był
zr ożnic ow any. S tęzeni a izo - i n-propanolu niższę niż
8% i 7% nie wpłyłvały na obniżenie liczby komórek
M. smegmafis. Redukcja ta następowała w stężeniach
w y ższy ch, a działanie b akteriob oj cze stwierdzono
w zawiesinie, w której zawartośc izo-propanolu wy-
nosiła 13% i więcej. Użyte w badaniach stęzenia eta-
nolu były znaczntę wyższe. Nawet stosowane w me-
todzie wykrywania L. monocytogenes w mleku stęże-
nie 16,60ń nie wpływało nega§wnie na komorki ba-
danego prątka. Wyższe koncentracje etanolu (3I,4Yo;
3 7,4 40ń i 5 0%) wl,kazyw aĘ działanie b akteri ob ój c z e.

Uzryte stęzenia alkoholi nie powodowaĘ zmtany struk-
tury mleka w temperaturze pokojowej. Wytłumacze-
niem tego zjawiska jest fakt, że alkohole są dobrym
r ozpuszczalnikiem tłuszczu mlekowego, ale dopiero
po uprzednim jego podgrzaniu do temperatury obrob-
ki wstępnej stosowanej w przemyśle mleczarskim, tj.
55,C (23).

Analizując uzyskane wyniki działania substancji
chemicznych na komorki mykobakterii i obserwacje
wpływu badanych związków na tłuszcz mlekowy,
w celu przygotowania próbek mleka do izolacji MAP
uybrano cztery zwtązki chemiczne: amoniakw stęze-
niu0,5Yo, eter dietylowy w stęzeniu 60ń, eter naftowy
w stęzeniu I0% i SDS w stęzeniu 0,Ioń. Dokonując
wyboru kierowano się wpĘwem tych substancji i ich
stęzeń zarówno na przeżywalność bakterii z rodziny
My c o b a c t e r i a c e a e, j ak i na strukturę ml eka. Zńożono
takżę, że M. avium subsp, paratuberculosis dzięki po-
lisacharydowej otoczce, która stanowi dodatkową



barierę ochronną jest
organizmem bardziej
opornym na działanie
czynników chemicz-
nych i ftzycznych niż
M. smegmaló (8, 16).
Zrezygnowanozzasto-
sowania w metodzie
mocznika i alkoholi:
izo-propanolowego,
n-propanolowego i ety-
lowego.

Wpływ mieszaniny
zwięków, wyĘpowa-

Tab. l. Wpływ wybranych sub-
stancji chemicznych na przeży-
walność M. smegmatis w prób-
kach mleka

nych w pierwszej części badań na strukfurę mleka, dał
pożądany efektjej ujednolicenia w procesie obróbki
wstępnej. W tab. 1 przedstawiono wyniki doświadcze-
nia przeprowadzonego w celu określenia przeżywal-
ności M. smegmatis w probkach mleka poddanych che-
micznemu przygotowaniu. Uzyskane wyniki pozw a-
lają sądzić, że zastosowanie: amoniaku w stęzeniu
0,5oń, eteru dietylowego w stęzeniu 60ń, eteru nafto-
wego w stężeniu I0%i SDS w stęzeniu 0,1% jest efek-
tywną metodą ujednolicenia struktury mleka i możę
być wykorzystana w procesie izolacji bakterii zrodzajl
My c o b a c t er i um, Dlate go też kolej nym etap em b adań
było określenie wpływu Ęch substancji na mikroflorę
mleka.

Mleko surowe, bez względu na sposób pozyskiwa-
nia, zawiera pewną liczbę drobnoustrojow. Większość
z nich do wytworzenia kolonii na podłozach mikro-
biologicznych potrzebuje zwykle 24-48 h. Fakt ten
utrudnia izolację ewentualnie występuj ących w mle-
ku wolno rosnących bakterii MAP ( l ). Dodatkowo nie-
wielka liczbaMAP w 1 ml powoduje konieczność za-
gęszczenia więk-
szych objętościowo
próbek mleka. Wią-
że się z tym zwięk-
szenie liczby pozo-
stałej mikroflory.
Dlatego tez w do-
tychczasowych me-
todach tzolacjtMAP
stosowano dekonta-
minację. Jak wyka-
zaĘ przeprowadzo-
ne badania, zastoso-

Tab,2. Wpływ wybranych substan-
cji chemicznych na mikroflorę mle-
ka surowego

wani e op i s anych sub stancj i chemiczny ch znacznie r e-
dukuj e fl orę b akteryj ną wy stępuj ąc ą w ml eku (tab . 2).
Uzyskano obniżenie ogólnej Itczby drobnoustrojów
średnio o dwa-trzy rzędy logarytmicznę. Redukcja mi-
kroflory mleka nawet na tym poziomie nie jest jednak
wystarczająca dla stworzenia dobrych warunków do
izolacji M. avium subsp. paratuberculosis z mleka,
Dlatego tężkontęczne jest nadal stosowanie dekonta-
minacji próbek mleka w rozt:vorze CPC, ale proces
ten mozna skróció do 15 minut.

Wnioski
1. Chemiczne przygotowanie próbek mleka z uży-

ciem: amoniaku w stęzeniu 0,5oń, eteru dietylowego
w stęzeniu 6oń,eterunaftowego w stęzeniu 10% i SDS
w stężeniu 0,10ń powoduje ujednolicenie jego struk-
tury i nieznacznąredukcję Itczby bakterii z rodzaju
Mycobacterium.

2, Zastosowanie substancji chemicznych pozwala na
skrócenie czasu dekontaminacji próbek mleka do 15
minut.
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