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Summary

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) growth is difficult under laboratory conditions.
Despite significant progress in research on the isolation of MAP, the only method to reveal viable cells in
samples is cultivation on microbiological media. O.LLE recommends three media for isolation and cultivation
of MAP: Herrold egg yolk medium (HEYM), Lowenstein—Jensen medium and Middlebrook medium, all of
‘them with the addition of mycebactin J. The aim of the study was to compare the rapidity and intensity of the
growth of MAP isolated from contaminated milk samples on the above-mentioned media with and without
the addition of antibiotics. The fastest growth of MAP (after 5 weeks of incubations) was obtained on HEYM
slops, a little slower MAP growth was on Lowenstein—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), czynnik etiologiczny choroby Johnego bydla,
wymieniany jest rowniez jako jeden z czynnikow mo-
gacych wywotac u ludzi chorobg Crohna — przewlekte
wrzodziejace zapalenie koncowej czgsei jelita krete-
go (2,3, 12, 17). Uwaza sig, Ze glownym zrédtem za-
kazenla lud21 moga by¢ zwierzeta 1 zywnosc zw1erzq—
cego pochodzenia. Jak wynika z danych pi$miennic-
twa, okoto 34% kréw mlecznych jest zakazonych bez-
objawowo 1do 100% kréw chorych wydala zywe pratki
z mlekiem (19-21). Wyniki badan skutecznosci paste-
ryzacji przemystowej wskazuja, ze dziatanie tempera-
tury 63°C przez 30 minut oraz 72°C przez 15
sekund nie wystarcza do catkowitej inaktywacji ko-
moérek MAP wystepujacych w zakazonych probkach
mleka surowego (4, 6-11, 14, 18). Okazato si¢ bowiem,
ze M. paratuberculosis jest jednym z najbardziej ter-
moopornych drobnoustrojéw i obecnos$¢ zywych prat-
kéw MAP w mleku moze stanowi¢ zagrozenie dla
zdrowia ludzi.

Mimo znacznego postepu w badaniach nad izolacja
MAP, dotychczas jedyna metoda pozwalajaca stwier-
dzi¢ obecno$¢ zywych komorek bakteryjnych w ba-
danych prébkach jest hodowla drobnoustrojow na pod-
lozach mikrobiologicznych. MAP jest organizmem

trudnym do hodowli in vitro. Czas potrzebny do uzys-
kania kolonii jest dtugi i wynosi nie mniej niz 4 ty-
godnie (najczesciej 12-14 tygodni). Hodowla na pod-
tozach z dodatkiem mycobactin J jest istotnym czyn-
nikiem pozwalajacym na odroznienie MAP od innych
drobnoustrojow nalezacych do Mycobacterium avium
complex (1, 13).

Wigkszo$¢ dotychczasowych badan nad izolacja
MAP dotyczyta wykrywania komorek pratkow w kale.
Potwierdzeniem obecno$ci byt wzrost na jednym
z podlozy, po wezesniejszym przeprowadzeniu dekon-
taminacji probek katu. Standardowa procedurg stoso-
wana do tego celu opisali badacze holenderscy (15).
Nieliczne laboratoria, dodatkowo, dla szybkiego
potwierdzenia wzrostu MAP wykorzystuja system
BACTEC. Jest to radiometryczny system hodowli po-
zwalajacy uzyska¢ odczyt wzrostu MAP juz po 2-3
tygodniach inkubacji. Po raz pierwszy systemu stwo-
rzonego przez firme Becton Dickinson uzyli do wy-
krywania MAP Collins i wsp. (5). Wymaga on specja-
listycznej aparatury i zastosowania radiometrycznie
znakowanego wegla C18, co jest przyczyna nieznacz-
nej dostgpnosci metody (16).

Migdzynarodowy Urzad Epizoocji (O.1.E.) zaleca
do izolacji 1 hodowli MAP trzy podtoza: Herrolda



z z6Mtkiem jaja kurzego (HEYM), Middlebrook 7H9
oraz Léwensteina-Jensena, wszystkie z dodatkiem
mycobactin J. W dostgpnym pismiennictwie brak jest
informacji dotyczacych poré6wnania przydatnosci wy-
mienionych podlozy do badan nad wystgpowaniem
MAP w mleku. Dlatego celem badan byto porowna-
nie szybkosci i intensywnosci wzrostu MAP na wy-
mienionych podtozach.

Materiat i metody

M. avium subsp. paratuberculosis szczep nr 2276 posia-
no na skosy podtoza Herrolda z zoétkiem jaja kurzego
(HEYM) i mycobactin J (Synbiotics Europe). Hodowle in-
kubowano 6 miesi¢cy w temperaturze 37°C. Po tym czasie
zmywano je 0,05% roztworem Tween 20. Koncentracjg
komorek MAP w 1 ml uzyskanej zawiesiny okreslano me-
toda instrumentalna z uzyciem aparatu BactoScan.

Cztery 150 ml probki mleka surowego inoculowano za-
wiesina M. paratuberculosis tak, aby uzyska¢ koncentra-
¢je komorek MAP odpowiednio 10°, 104, 1031 10> w 1 ml
mleka. Kazda z probek poddano dziataniu zwigzkow che-
micznych i dekontaminacji. Do kazdej probki mleka doda-
wano kolejno po: 4 ml 25% roztworu NH,, 9,75 ml eteru
dietylowego, 22,5 ml eteru naftowego 1 2,1 ml siarczanu
sodowo-laurylowego (SDS) i lekko wymieszano. Nastep-
nie poddano dwukrotnemu wirowaniu przez 15 minut przy
12 000 obr./min. Po pierwszym wirowaniu usunigto super-
natant, a osad rozprowadzono w 10 ml ptynu Ringera i prze-
niesiono do mniejszej probéwki. Po kolejnym wirowaniu
powtornie usunigto supernatant, a osad rozprowadzono
w 10 ml 0,75% roztworu chlorku cetylopirydyny (CPC).
Tak przygotowane probki inkubowano przez 15 minut w celu
wyeliminowania mikroflory saprofitycznej mleka, po czym
wirowano dwukrotnie przez 15 minut przy 12 000 obr./min.,
a osad rozprowadzono w 10 ml ptynu Ringera po pierw-
szym wirowaniu i w 10 ml 0,05% roztworu Tween 20 po
drugim. Uzyskana zawiesing wysiewano na skosy z podto-
zami: Lowensteina-Jensena, Middlebrook 7H9 1 HEYM (po
3 skosy z kazda pozywka). Pozywki uzyto w wersji bez
1 z antybiotykami (wankomycyna i kwas nalidyksowy
w ilo$ci 20 mg na 1 litr podtoza). Wszystkie zawieraty do-
datek mycobactin J w ilosci 5 mg w 1 litrze podtoza. Ho-
dowle inkubowano w temperaturze 37°C. Réwnoczesnie
dla potwierdzenia zaleznosci wzrostu MAP od obecnosci
czynnika chelatujacego zelazo, kazda probke wysiano na
2 skosy HEYM, 2 skosy Middlebrook 7H9 oraz 2 skosy
z podtozem Lowensteina-Jensena bez dodatku mycobac-
tin J. Obserwacj¢ wzrostu rozpoczeto od 4. tygodnia inku-
bacji. Rejestrowano moment pojawienia si¢ pierwszych ko-
lonii, ich wyglad oraz szybko$é wzrostu.

Wyniki i omdwienie
Pierwsze kolonie zaobserwowano po 5 tygodniach
inkubacji na skosach podtoza HEYM bez dodatku an-
tybiotykow. Widoczne bardzo drobne, mierzace oko-
to 1 mm, gladkie kolonie koloru biato-kremowego
stwierdzono zaréwno na skosach, na ktorych zostaty

posiane probki mleka o poczatkowej koncentracji ko-
morek MAP na poziomie 10°, jak i 10> w 1 ml. W ba-

++ 4+ +++ +++ +++
HEYM + antyb. + 4+ N R
Lowensteina-Jensena A~ | k| 4 s
Léwensteina-Jensena + antyb. + 4+ + 4 + +
Middlebrook 7H9 +- +- - =
Middlebrook 7H9 + antyb. - - = =

Objasnienia: +++ kolonie bardzo dobrze widoczne, duze (do 2 mm
$rednicy) i w duzej liczbie odpowiadajacej poziomowi zakazenia
probki; +++/—kolonie bardzo dobrze widoczne, nieco mniejsze,
w duzej liczbie odpowiadajacej poziomowi zakazenia probki,
++ kolonie dobrze widoczne, drobne (1-1,5 mm), w mniejszej
liczbie; + kolonie widoczne, drobne w liczbie znacznie mniejszej
niz poziom zakazenia probki; +/— kolonie bardzo drobne (ok.
0,5 mm), pojedyncze; — brak wzrostu

daniach przeprowadzonych przez Zérawskiego i wsp.
(22) na probkach katu takze uzyskano wzrost M. pa-
ratuberculosis na podtozu HEYM po pigciu ty-
godniach od inokulacji. Tydzien pozniej zaobserwo-
wano wzrost na skosach podtoza HEYM z dodatkiem
antybiotykoéw i Lowensteina-Jensena bez antybioty-
kéw. Podobnie jak na podtozu HEYM, widoczny
wzrost nastgpit zardwno z probek, w ktorych koncen-
tracja MAP w 1 ml mleka wynosita 10°, jak 1 10°.
Wazrost na skosach z podtozem Léwensteina-Jensena
z dodatkiem antybiotykow uzyskano dopiero po dzie-
wigciu tygodniach inkubacji. Na zmodyfikowanym
podtozu Middlebrook 7H9 bez antybiotykow uzyska-
no wzrost po dwunastu tygodniach inkubacji. Kolonie
byly drobne, o nieréwnej, chropowatej powierzchni,
przypominajace wygladem kolonie M. tuberculosis. Po
szesnastu tygodniach prowadzonych obserwacji nie
uzyskano wzrostu w posiewach z prébek o najnizszej
koncentracji MAP (107%). Na podtozu Middlebrook 7H9
z dodatkiem antybiotyku nie bylo widocznego wzro-
stu w wymienionym okresie.

Obserwacje prowadzone do szesnastego tygodnia
inkubacji wykazaly nieznaczne r6znice w intensyw-
nosci wzrostu MAP na podtozu HEYM zaréwno z do-
datkiem, jak i bez antybiotykow. Uzyskano duze, do
2 mm srednicy, kolonie w liczbie odpowiadajacej po-
ziomowi kontaminacji probki mleka. Jedynie w przy-
padku probki zakazonej najmniejsza liczbg komorek
MAP na skosach z dodatkiem antybiotykéw kolonie
byly nieco mniejsze. Na podtozu Lowensteina-Jense-
na bez dodatku antybiotykéw wzrost byt podobny, a ko-
lonie tylko nieco mniejsze od tych na podtozu HEYM.
Wzrost MAP na podtozu Lowensteina-Jensena z do-
datkiem antybiotykdéw byt widocznie stabszy niz na
pozostatych podtozach, kolonie byty mniejsze i mnie;j
liczne. Na podtozu Middlebrook 7H9 uzyskano poje-
dyncze, bardzo drobne kolonie nie przekraczajace



1 mm $rednicy. Poréwnanie intensywno$ci wzrostu
MAP na poszczegodlnych podtozach po szesnastu ty-
godniach inkubacji przedstawiono w tab. 1.

Biorac pod uwagg fakt, ze probki mleka zakazone-
go doswiadczalnie szczepem MAP wysiano na znacz-
na liczbe skoséw z podtozem mikrobiologicznym, a w
omawianym oKresie inkubacji stwierdzono tylko na
jednym skosie obok charakterystycznych dla MAP
kolonii rowniez i inne, mozna stwierdzi¢, ze dodatek
antybiotykoéw do podtoza przy izolacji MAP nie jest
konieczny. Poddanie probek mleka przygotowaniu
chemicznemu i dekontaminacji pozwala zatem na za-
stosowanie do hodowli podtozy bez antybiotykow, co
skraca czas oczekiwania na wzrost MAP.

Potwierdzeniem przynaleznos$ci wyhodowanych
kolonii do M. avium subsp. paratuberculosis byt brak
wzrostu drobnoustrojéw na podtozu nie zawierajacym
mycobactin J. Zaleznos$¢ wzrostu od obecnosci czyn-
nika chelatujacego zelazo jest, obok morfologii kolo-
nii i czasu wzrostu, cechg pozwalajaca na przypisanie
drobnoustroju do M. avium subsp. paratuberculosis
(1, 13).

Whioski

1. Najbardziej przydatne do izolacji MAP z probek
mleka jest podtoze Herrolda z zottkiem jaja kurzego
(HEYM).

2. Na podtozu Léwensteina-Jensena wzrost MAP
jest wolniejszy niz na podtozu HEYM.

3. Przygotowanie chemiczne i dekontaminacja pro-
bek mleka pozwala na zastosowanie do hodowli pod-
tozy bez dodatku antybiotykdw, co skraca czas uzys-

kania widocznego wzrostu MAP.
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