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Occurrence of Mycobacterium paratuberculosis in samples of raw milk

Summary

The aim of the study was to determine the frequency of Mycobacterium paratuberculosis occurrence in raw
milk samples from north-eastern Poland. Samples of udder milk were collected from herds in which seroposi-
tive reactions on paratuberculosis had been confirmed in samples of bulk tank milk from production farms.
Standardization and decontamination of milk samples from fast growing microflora was carried out prior to
research which was performed by using the culture method. PCR technique was used to distinguish MAP from
other mycobacterium, thus enabling the IS-900 fragment to be detected. The presence of MAP was confirmed
in 2.4% of udder milk samples from north-eastern Poland, but none was confirmed in bulk tank milk samples

from this region.
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Mycobacterium paratuberculosis (MAP) kwasooporny
pratek nalezacy do grupy wewnatrzkomérkowych patoge-
néw (MAIS — Mycobacterium avium-intracellulare-scro-
fulaceum) jest przyczyna przewleklej, zakaznej i zarazli-
wej choroby przezuwaczy — paratuberkulozy. MAP posia-
da powinowactwo do btony $luzowej i podsluzowej jelita
czczego 1 biodrowego, gdzie wywoluje przewlekly, prze-
rostowy stan zapalny (5, 7, 20). Podobnie jak inne pratki,
dostaje sig¢ do komoérek M w nabtonku pokrywajacym kep-
ki Peyera na drodze endocytozy, a po sfagocytowaniu przez
makrofagi zasiedla jelito. Gtownym siedliskiem MAP jest
przewod pokarmowy, pratek moze jednak bytowaé w in-
nych narzadach — watrobie, $ledzionie, weztach chtonnych
nadwymieniowych, wymieniu, narzadach ptciowych (8, 12,
18, 19, 21, 31). Gtowna droga transmisji MAP do $rodo-
wiska jest kal zwierzat chorych i zakazonych bezobjawo-
wo. Obecnosc¢ zarazka w gruczole mlekowym wiaze si¢ tez
z jego wydalaniem przez siar¢ i mleko, ktore moze stano-
wi¢ zrodto zakazenia nie tylko dla cielat, ale takze dla in-
nych gatunkow zwierzat i cztowieka. Wyizolowanie MAP
z blony $luzowej ludzi dotknigtych choroba Crohna nasu-
ne¢lo podejrzenie, ze moze by¢ on jednym z czynnikdw przy-
czynowych choroby (3, 4). Rola pratka w powstawaniu
schorzenia u ludzi nie jest dotychczas w pelni wyjasniona
(11, 25), znana jest natomiast duza oporno$¢ zarazka na
czynniki fizyczne i chemiczne uwarunkowana swoista, trzy-
warstwowg budowa $ciany komorkowej. Charakteryzuje sig
ona duza zawarto$cia lipidow, wynoszaca okoto 30-40%
catkowitego jej sktadu (1, 2, 16). Patogenne szczepy prat-
koéw zawierajq oprocz $ciany komorkowej, dodatkowa
struktur¢ otoczkowa — CAP (23), zbudowang z cukréw oraz
lipoarabinianu i liposacharydoéw zakotwiczonych resztami
kwasow thuszczowych w warstwie elektronowo-transparent-

* Badania wykonane w ramach projektu badawczego KBN nr: 2 PO6T 025 27.

nej $ciany komoérkowej bakterii, co determinuje taczenie
si¢ komorek MAP w skupiska (clump). Dzigki temu wzras-
ta oporno$¢ pratka na czynniki fizyczne i chemiczne (23).
Badania potwierdzity znaczna oporno$¢ MAP na dzialanie
zaro6wno niskich, jak i wysokich temperatur oraz antybio-
tykow i srodkoéw dezynfekcyjnych (13-15, 17, 24). Wyso-
ka termoopornos¢ pratka (26, 30) powoduje, ze moze on
przezywac warunki przemystowej pasteryzacji mleka HTST
(high-temperature short-time) (9). Ocena ryzyka zagroze-
nia, jakie niesie obecno$¢ MAP w mleku, wymaga podje-
cia badan nad jego wystgpowaniem w mleku surowym
i poddanym dziataniu wysokiej temperatury.

Celem badan byto okreslenie, przy uzyciu metod hodow-
lanych, czgstosci wystgpowania MAP w probkach mleka
surowego z potnocno-wschodnich terenéw Polski.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono na 81 probkach mleka surowego,
wymieniowego, pobranego od krow w wieku powyzej 3 lat, ze
stada o udokumentowanym wystgpowaniu dodatnich odczynow
serologicznych w kierunku paratuberkulozy i 56 probkach mleka
zbiorczego, oborowego z gospodarstw produkcyjnych. Probki
pobrano zgodnie z zasadami zawartymi w normie (22) i dostar-
czono do laboratorium. Izolacja MAP z mleka wymagata ujed-
nolicenia jego struktury poprzez okreslone postgpowanie chemicz-
ne. Do 150 ml mleka dodawano: 4 ml amoniaku 25%, 9,75 ml
eteru dwuetylowego, 22,5 ml eteru naftowego i 2,1 ml siarczanu
sodowolaurylowego (SDS), a nastgpnie wirowano przy 8 tys.
obrotow na minutg przez 15 minut w temperaturze 20°C. Super-
natant zlewano, a do osadu dodawano 10 ml jatowej wody desty-
lowanej po czym poddawano wirowaniu w tych samych warun-
kach jak poprzednio. Po powtérnym oddzieleniu supernatantu
przeprowadzano dekontaminacj¢ mikroflory szybko rosnacej
w osadzie poprzez dodanie 10 ml 0,75% wodnego roztworu chlor-
ku cetylopirydyny. Po 15 minutach probki ponownie odwirowy-
wano, zlewano superantant, a do pozostato$ci dodawano 5 ml
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jatowej wody destylowanej. Zawiesing o objgtosci 100 pl wysie-
wano na podtoze HEYM z dodatkiem mykobaktyny J. Hodowlg
inkubowano przez 16 tygodni w temperaturze 37°C. Na podsta-
wie cech morfologicznych kolonii wytypowano szczepy do dal-
szych badan w celu potwierdzenia przynaleznosci do MAP. Ze
skosow pobrano eza kolonie i zawieszono je w 50 pl ptynu Rin-
gera. Dla uzyskania materiatu genetycznego zawiesing podda-
wano dziataniu mieszaniny NaOH/SDS, poprzez dodanie 25 pl
0,1 M NaOH 125 pul 0,25% SDS i inkubacjg w temp. 90°C przez
17 minut. Tak przygotowang probke przetrzymywano w lodzie
do momentu przeprowadzenia reakcji PCR, ktora wykonywano
zgodnie z opisang metodyka (33).
Wyniki i oméwienie

Stosujac opisana metode dekontaminacji i hodowli na
podtozu HEYM z dodatkiem mykobaktyny J, wyizolowa-
no 43 szczepy o charakterystycznych dla rodzaju Myco-
bacterium cechach morfologicznych. Kolonie po 4-mie-
sigcznej inkubacji byly bardzo drobne, regularne, mierza-
ce okolo 1-2 mm, gtadkie, koloru biato-kremowego. Dla
odréznienia MAP od innych pratkéw konieczne byto za-
stosowanie techniki PCR, gdyz MAP wykazuje znaczne
podobienstwo fenotypowe i genotypowe (zgodnos¢ wyno-
si 99%) do Mycobacterium avium. Wykrycie w 1984 r.
elementu insercyjnego — IS 900, typowej tylko dla MAP
sekwencji kwasu DNA (6), pozwala na odroznienie obu
pratkow (10). Stwierdzenie w dwoch wyizolowanych szcze-
pach fragmentu insercyjnego 1S-900 potwierdzito wyste-
powanie MAP w probkach mleka wymieniowego, pobra-
nych ze stada, w ktérym wystgpowaty dodatnie odczyny
serologiczne w kierunku paratuberkulozy (ryc. 1). Pratki
z rodzaju Mycobacterium izolowano metoda hodowlana
z prébek mleka wymieniowego i siary pobranych od zwie-
rzat wykazujacych kliniczne objawy choroby (8, 28, 32),
lecz nie potwierdzano woéwczas obecno$ci w wyizolowa-
nych komorkach fragmentu IS-900, co jest obecnie koniecz-
ne dla stwierdzenia obecnosci MAP. Obecnie jednak para-
tuberkuloza wystepuje znacznie czgsciej w postaci podkli-
nicznej, ktéra moze przebiega¢ w dwoch stadiach z wyda-
laniem lub bez wydalania pratkéw (27). MAP stwierdzano
w 30% probek mleka i siary pobranych od zwierzat nie
wykazujacych klinicznych objawow paratuberkulozy, a wy-
dalajacych pratki z kalem (29). W badaniach wtasnych
wykazano obecnos¢ MAP w 2,47% probek mleka wymie-
niowego ze stada, w ktérym wystapily odczyny serologicz-
nie dodatnie w kierunku paratuberkulozy, nie stwierdzono
natomiast obecnosci pratkéw w probkach mleka zbiorcze-
go z rejonu poinocno-wschodniej Polski.

Ze wzgledu na potencjalne zagrozenie dla ludzi, jakie
moze stwarza¢ obecnos¢ Mycobacterium paratuberculo-
sis, celowe wydaje si¢ przeprowadzenie badan stad bydta
mlecznego w kierunku paratuberkulozy.

PiSmiennictwo

1.Asselienau J., Laneelle G.: Mycobacterial lipids: A historical perspective. Fron-
tiers Biosci. 1998, 3, 164-174.

2.Azuma I., Yamamura Y., Misaki A.: Isolation and characterization of arabinose
mycolate from firmly bound lipids of mycobacteria. J. Bact. 1969, 98, 331-333.

3. Chiodini R. J., Rossiter C. A.: Paratuberculosis: a potential Zoonosis? Vet. Clin.
N. Am. 1996, 12, 457-467.

4. Chiodini R. J.: Crohn’s disease and the mycobacterioses: a reviue and comparison
of two disease entities. Clin. Microbiol. Rev. 1989, 2, 90-117.

5. Cocito C., Gilot P, Coene M., De Kesel M., Poupart P., Vannuffel P.: Paratubercu-
losis. Clin. Microbiol. Rev. 1994, 7, 328-345.

6.Collins D. M., Gabric D. M., de Lisle G. W.: Identification of a repetitive DNA
sequence specific to Mycobacterium paratuberculosis. FEMS Microbiol. Lett. 1989,
60, 175-178.

7.Corpa J. M., Garrido J. F, Marin G., Perez V.: Classification of lesions observed
in natural cases of paratuberculosis in goats. J. compl. Path. 2000, 122, 255-265.

1187

Ryc. 1. Obraz elektroforetyczny produktéw PCR otrzymanych
z DNA szczepow M. paratuberculosis

Objasnienia: Poszczegodlne $ciezki: 1, 2 — kontrola negatywna re-
akcji PCR; 3, 4 — kontrola pozytywna reakcji PCR (DNA otrzyma-
ne ze szczepu ATCC 19698); 5, 6 — kontrola pozytywna ekstrakcji
DNA z komorek szczepu ATCC 19698; 7, 8 —szczep I wyizolowa-
ny z probki mleka wymieniowego; 9, 10 — szczep Il wyizolowany
z probki mleka wymieniowego; 11 — reakcja negatywna

8.Doyle T. M.: Isolation of Johne’s bacilli from the udders of clinically affected
cows. Br. vet. J. 1954, 110, 215-218.

9.Grant I. R., Hitchings E. 1., McCartney A., Ferguson F., Rowe M. T.: Effect of
commercial scale high-temperature, short-time pasteurisation on the viability of
Mycobacterium paratuberculosis in naturally infected cow’s milk. Appl. Environ.
Microbiol. 2002, 68, 602-607.

10. Green E. P, Tizard M. L., Moss M. T., Thompson J., Winterbourne D. J., McFad-
den J. J., Hermon-Taylor J.: Sequence and characteristics of 1S900, an insertion
element identified in a human Crohn’s disease isolate of Mycobacterium paratu-
berculosis. Nucleic Acids Res. 1989, 17, 9063-9073.

11. Greenstein R. J., Collins M. T.: Emerging pathogenes: is Mycobacterium avium
subspecies paratuberculosis zoonotic? Lancet 2004, 364, 396-397.

12.Hines S. A., Buergelt C. D., Wilson J. H., Bliss E. L.: Disseminated Mycobacte-
rium paratuberculosis infection in a cow. J. Am. Vet. Med. Ass. 1987, 190, 681-683.

13.Johnson-Ifearulundu Y., Kameene J. B.: Management related risk factors for
M. paratuberculosis infection in Michigan, USA, dairy herds. Prev. Vet. Med.
1998, 37, 41-54.

14.Johnson-Ifearulundu Y., Kameene J. B.: Relationship between soil type and
Mycobacterium paratuberculosis. J. Am. vet. Res. 1997, 210, 1735-1740.

15.Johnson-Ifearulundu Y., Kameene J. B., Gardiner J. C., Lloyd J. W.: The effect
of subclinical Mycobacterium paratuberculosis infection on milk production in
Michigan dairy cows. J. Dairy Sci. 2001, 84, 2188-2194.

16. Kanetsuna F., San Blas G.: Chemical analysis of mycolic acid-arabinogalactan-
mucopeptide complex of mycobacteria cell wall. Biochim. Biophys. Acta 1970,
208, 434-443.

17.Larsen A. B., Merkal R. S., Vardaman T. H.: Survival time of Mycobacterium
paratuberculosis. Am. J. vet. Res. 1956, 31, 255-258.

18.Larsen A. B., Stalheim O. H. V., Hughes D. E., Appell L. H., Richards W. D.,
Himes E. M.: Mycobacterium paratuberculosis in the semen and genital organs of
a semen — donor bull. J. Am. Vet. Med. Ass. 1981, 179, 169-171.

19.Lawrence W. E.: Congenital infection with Mycobacterium johnei in cattle. Vet.
Rec. 1956, 68, 312-314.

20. Lipiec M.: Paratuberkuloza jako zoonoza. Medycyna Wet. 2003, 59, 191-194.

21.Matthews F. P.: Liver lesions in Jonh’s disease. J. Am. Vet. Med. Ass. 1930, 29,
248-249.

22.PN-EN ISO 707: Mleko i przetwory mleczne. Wytyczne do pobierania probek.

23.Rastogi N., Lengrand E., Sola C.: The mycobacteria: an introduction to nomen-
clature and pathogenesis. Rev. Sci. Tech. Off. Int. Epiz. 2001, 20, 21-54.

24.Reviriego F. J., Moreno M. A., Dominguez L.: Soil type as a putative risk factor of
ovine and caprine paratuberculosis seropositivity in Spain. Prev. Vet. Med. 2000,
43, 43-51.

25.8aleh A. N., Ghobrial G., Romero C., Valentine J. F.: Mycobacterium avium sub-
species paratuberculosis bacteriemia in patients with inflamatory bowel disease.
Lancet 2004, 364, 1013-1014.

26.Schulze-Roebbecke R., Buchholtz K.: Heat susceptibility of aquatic mycobacteria
Appl. Environ. Microbiol. 1992, 59, 1869-1873.

27.Sherman D. M.: Current concepts in Jonhe’s disease. Vet. Med. 1985, 80, 77-84.

28.Smith H. W.: The examination of milk for the presence of Mycobacterium johnei.
J. Path. Bact. 1960, 80, 440-442.

29.Streeter R. N., Hoffsis G. F.,, Bech-Nielsen S., Shulaw W. P, Rings D. M.: Isolation
of Mycobacterium paratuberculosis from colostrums and milk of subclinically
infected cows. Am. J. Vet. Res. 1995, 56, 1322-1324.

30.Sung N., Collins M. T.: Thermal tolerance of Mycobacterium paratuberculosis.
Appl. Environ. Microbiol. 1998, 64, 999-1005.

31.Sweeney R. W., Whitlock R. H., Rosenberger A. E.: Mycobacterium paratubercu-
losis cultured from milk and supramammary lymph nodes of infected asympto-
matic cows. J. Clin. Microbiol. 1992, 30, 166-171.

32.Taylor T. K., Wilks C. R., McQueen D. S.: Isolation of Mycobacterium paratuber-
culosis from the milk of a cow with Johne’s disease. Vet. Rec. 1981, 109, 532-533.

33. Wiszniewska A.: Poréwnanie ré6znych metod izolacji i identyfikacji Mycobacte-
rium paratuberculosis w mleku. Praca dokt. Biblioteka UWM, Olsztyn, s. 31-32.

Adres autora: prof. dr hab. Joanna Szteyn, ul. Oczapowskiego 14, 10-718
Olsztyn; e-mail: szteyn@uwm.edu.pl



