
9,82

Praca oryginalna

Medycyna Wet. ZX}4, 60 (9)

Original papet

Porównanie wzrostu Mycobacterium auium subsp.
paratuberculosis na trzech podłożach

mikrobiol0giGznyGh

AGNlEszKA WlSzNIEWSKA, JoANNA SZTEYN, MARIA MoNlKA FUS

Zespół Higieny Produktów Zwierzęcych Wydziału Medycyny Weterynaryjnej UWM, ul. Oczapowskiego 14, 10-957 Olsztyn

Wiszniewska A., Szteyn J., Fus M. M.

Gompalison of Eowth of Myeobactefium avium subsp. palatub,etculosis on thtee miuobio]ogieal media

Summary ::|: 
:

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) growth is difficult under laboratory conditions.
Despite significant progress in research on the isolation of MAĘ the only method to reveal viable cells in
samp|es is cultivation on microbiological media. 0.I.E recommends three media for isolation and cultivation
of MAP: Herrold egg yolk medium (IIEYM), Lówenstein-Jensen medium and Middlebrook medium, all of
them with the addition of mycobactin J. The aim of the study was to compare the rapidity and siĘ of the
growth of MAP isolated from contaminated mitk samples on the above-mentioned media wi d without
the addition of antitliotics. The fastest growth of MAP (after 5 weeks of incutlations) was obtained on HEYM
slops, a little slower MAP growth was on Lórvenstein-Jensen slops (6-9 weeks). There was no growth on
Middlebrook medium with antibiotics after 16 weeks of incubation. Chemical preparation and decontamina-
tion of milk samples allow for the application of microbiological media without antibiotics, which increases
the time of MAP growth.
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Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
(MAP), czynnlk etio 1o gi c zny choroby Jo hne go by dła,
wymi eniany j est rownież j ako j ed en z czynnlków mo-
gących wywołać u ludzi chorobę Crohna - przewlekłe
wrzodziejące zapalenie końcowej części jelita kręte-
go (2,3,12,l7).Uważa się, ze głownym żródłęmza-
każenia ludzi mogąbyc zwierzęta i zyłvnośc zwierzę-
cego pochodzenta. Jak wynika z danych piśmiennic-
twa, około 3 40ń W ów ml ec znych j est zakażonych b ez-
objawowo i do 100% krow chorych wydala żywe prątki
z mlekiem (I9-21). Wyniki badań skuteczności paste-

ry zacji przemysłowej ws kazuj ą żę działani e temp era-
tury 63"C przez 30 minut oraz 72"C przez 15
sekund nie wystarcza do całkowitej inaktywacji ko-
mórek MAP występujących w zakażonych probkach
mleka surowego (4,6-1I,74, 18). Okazało się bowiem,
że M. paratuberculosis jest jednym z najbardziej ter-
mo op omych drobnou s troj ów i obecno ś ć żywy ch pr ąt-
kow MAP w mleku moze stanowić zagrożenie dla
zdrowia|udzt.

Mimo znaaznego postępu w badaniach nad izolacją
MAŁ dotychczas j edyną metodą pozwalaj ącą stwier-
dzió obecnośc żywrych komórek bakteryjnych w ba-
danych probkach jest hodowla drobnoustrojow na pod-
łożach mikrobiolo giczny ch. MAP j est organi zmęm

trudnym do hodowli in vitro. Czas potrzebny do lzys-
kania kolonii jest dfugi i wynosi nie mniej niż 4 Ę-
godnie (najczęściej I2-I4 tygodni). Hodowla na pod-
łożach z dodatkiem mycobactin J jest istotnym czyn-
nikiem pozwalającym na odróznienie MAP od innych
drobnoustroj ów na l ezących do My c o b a c t er ium av ium
complex (1, 13).

Większość dotychczasowych badan nad izolacją
MAP dotyc zyła wybywania komórek prątkow w kale.
Potwierdzeniem obecności był wzrost na jednym
z podłoży,po wcześniej szym przeprowadzeniu dekon-
taminacj i probek kału. Standardową procedurę stoso-
waną do tego celu opisalibadaczę holenderscy (15).
Nieliczne laboratoria, dodatkowo, dla szybkiego
potwierdzenia wzrostu MAP wykorzystują system
BACTEC. Jest to radiometryczny system hodowli po-
zwalający uzyskac odczyt wzrostu MAP jń po 2-3
tygodniach inkubacji. Po raz pierwszy systemu stwo-
rzonego pTzez f,rrmę Becton Dickinson uzyli do wy-
krywania MAP Collins i wsp. (5). Wymaga on specja-
listycznej aparatury i zastosowania radiom etry cznte
znakowane go węgla C 1 8, c o j e s t pr zy czynąnięznacz-
nej dostępności metody (16).

Międzynarodowy Urząd Epizoocj i (O.I.E.) zaleca
do izolacji i hodowli MAP trzy podłoża,. Hęrrolda



zżohkięm jajakurzego (HEYM), Middlebrook 7H9
or az Lów ensteina-Jensena, wszystkie z dodatkiem
mycobactin J. W dostępnym piśmiennictwie brak jest
informacj i doĘ c zący ch p orównan ta pr zy datno ś c i wy-
mienionych podŁoży do badań nad występowaniem
MAP w mleku. Dlatego celem badań było porówna-
nie szybkości i intensyr,vności wzrosfu MAP na wy-
mienionych podłożach.

Matefiał imetody
M. avium subsp. paratuberculosis szczep nr 2276 posia-

no na skosy podłoza Herrolda z żółtkiem jaja klrzego
(HEYM) i mycobactin J (Synbiotics Europe). Hodowle in-
kubowano 6 miesięcy w temperaturze3J"C. Po Ęm czasie
zmywano je 0,05%o roztworem Tween 20. Koncentrację
komorek MAP w 1 ml uzyskanej zawiesiny określano me-
todą instrumentalną z lży ciem ap ar atu B acto S c an.

Cztery 150 ml probki mleka surowego inoculowano za-
wiesiną M. paratuberculosis tak, aby uzyskać koncentra-
cję komórek MAP odpowiednio 105, 104, 103 i 102 w 1 ml
m l eka. Każdą z pr ób ek p o ddano działaniu zw iązków che -
micznych i dekontaminacji. Do każdej próbki mleka doda-
wano kolejno po: 4 ml25Yo roztworu NH3, 9,75 ml eteru
dieĘlowego, 22,5 ml eteru naftowego i 2,I ml siarczanu
sodowo-laurylowego (SDS) i lekko wymieszano. Następ-
nie poddano dwukrotnemu wirowaniu przez 15 minut przy
12 000 obr./min. Po pierwszym wirowaniu usunięto super-
natant, a osad rozprowadzono w 10 ml pĘmu Ringera i prze-
niesiono do mniejszej probówki. Po kolejnym wirowaniu
powtórnie usunięto supernatant, a osad rozprowadzono
w l0 ml 0,750ń roztworu chlorku cetylopirydyny (CPC).
Tak przygotowane próbki inkubowano przez I 5 minut w celu
wyeliminowania mikroflory saprofitycznej mleka, po czym
wirowano dwukrotnie przez15 minutprzy 12 000 obr./min.,
a osad rozprowadzono w 10 ml płynu Ringera po pierw-
szym wirowaniu i w 10 ml 0,05% roztworu Tween 20 po
drugim. Uzyskanązawiesinę wysiewano na skosy z podło-
zami: Lówensteina-Jensena, Middlebrook 7H9 i HEYM (po
3 skosy z każdąpozywką). Pożyr,vki uzyto w wersji bez
i z antybiotykami (wankomycyna i kwas nalidyksowy
w ilości 20 mg na l litr podłoza). Wszystkie zawierały do-
datek mycobactin J w ilości 5 mg w 7 Iitrze podłoza. Ho-
dowle inkubowano w temperaturze 37oC. Równocześnie
dla potwierdzenia zależności wzrostu MAP od obecności
czynnlka chel atuj ąc e g o żelazo, każdą probkę w ys i a no n a
2 skosy HEYM, 2 skosy Middlebrook 7H9 oraz 2 skosy
z podłożem Lówensteina-Jensena bez dodatku mycobac-
tin J. Obserwację wzrostu rozpoczęto od 4. tygodnia inku-
bacji. Rejestrowano moment pojawienia się pierwszych ko-
lonii, ich wygląd oraz szybkość wzrostu.

Wyniki iomówienie
Pierwsze kolonie zaobserwowano po 5 tygodniach

inkubacji na skosach podłożaHEYM bez dodatku an-
tybiotykow. Widoczne bardzo drobne, mierzące oko-
ło 1 mm, gładkie kolonie koloru biało-kremowego
stwierdzono zarówno na skosach, na których zostaĘ
posiane probki mleka o początkowej koncentracji ko-
mórek MAP na poziomie 105, jak i 10'w 1 ml. W ba-

Tab. 1. Porównanie intensywności i szybkości wzrostu
M. avium subsp. paratuberculosis po 16 tygodniach inkubacji

Objaśnienia: +++ kolonie bardzo dobrzę widoczne, duze (do 2 mm
średnicy) i w dużej liczbie odpowiadającej poziomowizakażenia
próbki; +++/- kolonie bardzo dobrze widoczne, nieco mniejsze.
w duzej liczbię odpowiadającej poziomowl, zakażęnia próbki;
++ kolonie dobrze widoczne, drobne (1-1,5 mm), w mniejszej
Liczbie ; + kolonie widoczne, drobnę w liczbię znac znie mniej szej
niz poziom zakażęnia próbki; +/- kolonie bardzo drobne (ok.
0,5 mm), po.jedyncze; brak wzrostu

daniach przeprowadzonych przęzZórawskiego i wsp.
(22) na próbkach kŃu także uzyskano wzrost M. po-
ratuberculosis na podłozu HEYM po pięciu ty-
godniach od inokulacji. Ędzień póżniej zaobserwo-
wano wzrost na skosach podłożaHEYM z dodatkiem
anĘbioĘków i Lówensteina-Jensena bez antybioty-
ków, Podobnie jak na podłozu HEYM, widoczny
wzrost nastąpił zarówno zpróbek, w ktorych koncen-
tracja MAP w 1 ml mleka wynosiła 105, jak i 102.
Wzrost na skosach z podłożem Lówensteina-Jensena
z dodatkiem antybiotyków uzyskano dopiero po dzie-
więciu tygodniach inkubacji. Na zmodyfikowanym
podłozu Middlebrook 7I{9 bez anĘbioĘków uzyska-
no wzrost po dwunastu tygodniach inkubacji. Kolonie
byĘ drobne., o nierórvlej, 9hlop9watej powi erzchni,
przypominaj ące wyglądem kolonie M. tub ercu los ls. P o
szesnastu §godniach prowadzonych obserwacji nie
uzyskano wzrostu w posiewach z próbek o najniższej
koncentracji MAP ( 10'). Na podłozu Middlebrook 7H9
z dodatkiem antybiotyku nie było widocznego wzro-
stu w wymienionym okresie.

Obserwacje prowadzone do szesnastego tygodnia
inkubacji v,rykazaĘ nieznaczne różnice w intensyw-
ności wzrostu MAP na podłozu HEYM zarowno z do-
datkiem, jakibez antybiotyków Uzyskano duze, do
2 mm średnicy, kolonie w liczbie odpowiadającej po-
ziomowi kontaminacji próbki mleka. Jedynie w przy-
p adku próbki zakażonej naj mni ej s z ą lic zb ą kom orek
MAP na skosach z dodatkiem antybioĘków kolonie
były nieco mniejsze. Na podłozu Lówensteina-Jensę-
nabęz dodatku antybiotyków wzrost był podobny, a ko-
lonie tylko nieco mniejsze od tych na podłozu HEYM.
Wzrost MAP na podłozu Lówensteina-Jensena z do-
datkiem antybiotyków był widocznie słabszy niż na
pozo staĘch p o dłożach, ko lonie byĘ mni ej s ze t mniej
Iiczne. Na podłozu Middlebrook7H9 uzyskano poje-
dyncze, bardzo drobne kolonie nie przekraczające



1 mm średnicy. Porównanie intensywności wzrosfu
MAP na poszczególnych podłozach po szesnastu ty-
godniach inkubacji przedstawiono w tab. 1.

Biorąc pod uwagę fakt, że próbki mleka zakażonę-
go do świ ad czalnie szczep ęm MAP wy s i ano na znacz-
nąItc zb ęsko s ów z p o dło żem mikrob i o 1o gic zny m, a w
omawianym okresie inkubacji stwierdzono Ęlko na
jednym skosie obok charakterystycznych dla MAP
kolonii równiez i inne, można stwierdzić, ze dodatek
anĘbioĘków do podłożaprzy izolacji MAP nie jest
konieczny. Poddanie probek mleka przygotowaniu
chemicznemu i dekontaminacj i pozw ala zatem na za-
stosowanie do hodowli podłoży bez anĘbiotyków, co
skraca czas oczekiwania na wzrost MAp.

Potwierdzeniem przynalezności wyhodowanych
kolonii do M, ąvium subsp. paratuberculosis był brak
wzrostu drobnoustroj ow na podłozu nie zawierającym
mycobactin J. Zalężność wzrosfu od obecności czyn-
nika chelatującego żelazojest, obok morfologii kolo-
nii i czasu wzro stu, c echą p ozw alającąna prą.pi s anie
drobnoustroju do M. avium subsp. paratuberculosis
(1,13).

Wnioski

1. Najbardziejprzydatne do izolacji MAP zprobek
mleka jest podłoze Herrolda z żołtktemjaja kurzego
(HEYM).

2. Na podłozu Lówensteina-Jensena wzrost MAP
jest wolniejszy niż na podłozu HEYM.

3 . Przy gotowanie chemiczne i dekontaminacj a pró-
bek mleka pozwalana zastosowanie do hodowli pod-
łożybez dodatku an§biotyków, co skraca czas uzys-
kania widocznego wzrostu MAP.
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STAN zAKAŹNYCH CHORÓB ZWIERZĄT W POLSCE
wedłu g danych Główneg o l nspektoratu Weteryn arii z czerw ca 2004 r,*\

1. Gąbczasta encefalopatia bydła (BSE) - wystąpiła w województwie łódzkim (1-1),
2. Wściekliznazwierząt domowych - wystąpiła w wojewodztwie lubelskim (1-1) i mazowieckim (1 -1).

Zanotowanojąu2kotów,
3. Wścieklizna zwierząt dzikich - wystąpiła w 3 województwach: dolnośląskim (1-1), warmińsko-

-mazurskim (1-1) i wielkopolskim (1-2). Zanotowano ją u 1 lisa, 1 jenota i 2 nietoperzy.
4,Zgnilec amerykański pszczół - wystąpił w 4 województwach: lubelskim (5-6), małopolskim (2-3),

warmińsko-mazurskim (1 -1 ) i zachodniopomorskim (1-1).

5. Wirusowa posocznica krwotoczna (VHS) - wystąpiła w województwie pomorskim (1-1).

*) w nawiasach podano liczbę powiatów i miejscowości, w których choroba została stwierdzona w okresie sprawozdawczym.


