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Mycobacterium paratuberculosis (MAP) kwasooporny
pr¹tek nale¿¹cy do grupy wewn¹trzkomórkowych patoge-
nów (MAIS � Mycobacterium avium-intracellulare-scro-
fulaceum) jest przyczyn¹ przewlek³ej, zaka�nej i zara�li-
wej choroby prze¿uwaczy � paratuberkulozy. MAP posia-
da powinowactwo do b³ony �luzowej i pod�luzowej jelita
czczego i biodrowego, gdzie wywo³uje przewlek³y, prze-
rostowy stan zapalny (5, 7, 20). Podobnie jak inne pr¹tki,
dostaje siê do komórek M w nab³onku pokrywaj¹cym kêp-
ki Peyera na drodze endocytozy, a po sfagocytowaniu przez
makrofagi zasiedla jelito. G³ównym siedliskiem MAP jest
przewód pokarmowy, pr¹tek mo¿e jednak bytowaæ w in-
nych narz¹dach � w¹trobie, �ledzionie, wêz³ach ch³onnych
nadwymieniowych, wymieniu, narz¹dach p³ciowych (8, 12,
18, 19, 21, 31). G³ówn¹ drog¹ transmisji MAP do �rodo-
wiska jest ka³ zwierz¹t chorych i zaka¿onych bezobjawo-
wo. Obecno�æ zarazka w gruczole mlekowym wi¹¿e siê te¿
z jego wydalaniem przez siarê i mleko, które mo¿e stano-
wiæ �ród³o zaka¿enia nie tylko dla ciel¹t, ale tak¿e dla in-
nych gatunków zwierz¹t i cz³owieka. Wyizolowanie MAP
z b³ony �luzowej ludzi dotkniêtych chorob¹ Crohna nasu-
nê³o podejrzenie, ¿e mo¿e byæ on jednym z czynników przy-
czynowych choroby (3, 4). Rola pr¹tka w powstawaniu
schorzenia u ludzi nie jest dotychczas w pe³ni wyja�niona
(11, 25), znana jest natomiast du¿a oporno�æ zarazka na
czynniki fizyczne i chemiczne uwarunkowana swoist¹, trzy-
warstwow¹ budow¹ �ciany komórkowej. Charakteryzuje siê
ona du¿¹ zawarto�ci¹ lipidów, wynosz¹c¹ oko³o 30-40%
ca³kowitego jej sk³adu (1, 2, 16). Patogenne szczepy pr¹t-
ków zawieraj¹ oprócz �ciany komórkowej, dodatkow¹
strukturê otoczkow¹ � CAP (23), zbudowan¹ z cukrów oraz
lipoarabinianu i liposacharydów zakotwiczonych resztami
kwasów t³uszczowych w warstwie elektronowo-transparent-

nej �ciany komórkowej bakterii, co determinuje ³¹czenie
siê komórek MAP w skupiska (clump). Dziêki temu wzras-
ta oporno�æ pr¹tka na czynniki fizyczne i chemiczne (23).
Badania potwierdzi³y znaczn¹ oporno�æ MAP na dzia³anie
zarówno niskich, jak i wysokich temperatur oraz antybio-
tyków i �rodków dezynfekcyjnych (13-15, 17, 24). Wyso-
ka termooporno�æ pr¹tka (26, 30) powoduje, ¿e mo¿e on
prze¿ywaæ warunki przemys³owej pasteryzacji mleka HTST
(high-temperature short-time) (9). Ocena ryzyka zagro¿e-
nia, jakie niesie obecno�æ MAP w mleku, wymaga podjê-
cia badañ nad jego wystêpowaniem w mleku surowym
i poddanym dzia³aniu wysokiej temperatury.

Celem badañ by³o okre�lenie, przy u¿yciu metod hodow-
lanych, czêsto�ci wystêpowania MAP w próbkach mleka
surowego z pó³nocno-wschodnich terenów Polski.

Materia³ i metody
Badania przeprowadzono na 81 próbkach mleka surowego,

wymieniowego, pobranego od krów w wieku powy¿ej 3 lat, ze
stada o udokumentowanym wystêpowaniu dodatnich odczynów
serologicznych w kierunku paratuberkulozy i 56 próbkach mleka
zbiorczego, oborowego z gospodarstw produkcyjnych. Próbki
pobrano zgodnie z zasadami zawartymi w normie (22) i dostar-
czono do laboratorium. Izolacja MAP z mleka wymaga³a ujed-
nolicenia jego struktury poprzez okre�lone postêpowanie 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 nastêpnie wirowano przy 8 tys.
obrotów na minutê przez 15 minut w temperaturze 20°C. Super-
natant zlewano, a do osadu dodawano 10 ml ja³owej wody desty-
lowanej po czym poddawano wirowaniu w tych samych warun-
kach jak poprzednio. Po powtórnym oddzieleniu supernatantu
przeprowadzano dekontaminacjê mikroflory szybko rosn¹cej
w osadzie poprzez dodanie 10 ml 0,75% wodnego roztworu chlor-
ku cetylopirydyny. Po 15 minutach próbki ponownie odwirowy-
wano, zlewano superantant, a do pozosta³o�ci dodawano 5 ml
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ja³owej wody destylowanej. Zawiesinê o objêto�ci 100 µl wysie-
wano na pod³o¿e HEYM z dodatkiem mykobaktyny J. Hodowlê
inkubowano przez 16 tygodni w temperaturze 37°C. Na podsta-
wie cech morfologicznych kolonii wytypowano szczepy do dal-
szych badañ w celu potwierdzenia przynale¿no�ci do MAP. Ze
skosów pobrano ez¹ kolonie i zawieszono je w 50 µl p³ynu Rin-
gera. Dla uzyskania materia³u genetycznego zawiesinê podda-
wano dzia³aniu mieszaniny NaOH/SDS, poprzez dodanie 25 µl
0,1 M NaOH i 25 µl 0,25% SDS i inkubacjê w temp. 90°C przez
17 minut. Tak przygotowan¹ próbkê przetrzymywano w lodzie
do momentu przeprowadzenia reakcji PCR, któr¹ wykonywano
zgodnie z opisan¹ metodyk¹ (33).

Wyniki i omówienie
Stosuj¹c opisan¹ metodê dekontaminacji i hodowli na

pod³o¿u HEYM z dodatkiem mykobaktyny J, wyizolowa-
no 43 szczepy o charakterystycznych dla rodzaju Myco-
bacterium cechach morfologicznych. Kolonie po 4-mie-
siêcznej inkubacji by³y bardzo drobne, regularne, mierz¹-
ce oko³o 1-2 mm, g³adkie, koloru bia³o-kremowego. Dla
odró¿nienia MAP od innych pr¹tków konieczne by³o za-
stosowanie techniki PCR, gdy¿ MAP wykazuje znaczne
podobieñstwo fenotypowe i genotypowe (zgodno�æ wyno-
si 99%) do Mycobacterium avium. Wykrycie w 1984 r.
elementu insercyjnego � IS 900, typowej tylko dla MAP
sekwencji kwasu DNA (6), pozwala na odró¿nienie obu
pr¹tków (10). Stwierdzenie w dwóch wyizolowanych szcze-
pach fragmentu insercyjnego IS-900 potwierdzi³o wystê-
powanie MAP w próbkach mleka wymieniowego, pobra-
nych ze stada, w którym wystêpowa³y dodatnie odczyny
serologiczne w kierunku paratuberkulozy (ryc. 1). Pr¹tki
z rodzaju Mycobacterium izolowano metod¹ hodowlan¹
z próbek mleka wymieniowego i siary pobranych od zwie-
rz¹t wykazuj¹cych kliniczne objawy choroby (8, 28, 32),
lecz nie potwierdzano wówczas obecno�ci w wyizolowa-
nych komórkach fragmentu IS-900, co jest obecnie koniecz-
ne dla stwierdzenia obecno�ci MAP. Obecnie jednak para-
tuberkuloza wystêpuje znacznie czê�ciej w postaci podkli-
nicznej, która mo¿e przebiegaæ w dwóch stadiach z wyda-
laniem lub bez wydalania pr¹tków (27). MAP stwierdzano
w 30% próbek mleka i siary pobranych od zwierz¹t nie
wykazuj¹cych klinicznych objawów paratuberkulozy, a wy-
dalaj¹cych pr¹tki z ka³em (29). W badaniach w³asnych
wykazano obecno�æ MAP w 2,47% próbek mleka wymie-
niowego ze stada, w którym wyst¹pi³y odczyny serologicz-
nie dodatnie w kierunku paratuberkulozy, nie stwierdzono
natomiast obecno�ci pr¹tków w próbkach mleka zbiorcze-
go z rejonu pó³nocno-wschodniej Polski.

Ze wzglêdu na potencjalne zagro¿enie dla ludzi, jakie
mo¿e stwarzaæ obecno�æ Mycobacterium paratuberculo-
sis, celowe wydaje siê przeprowadzenie badañ stad byd³a
mlecznego w kierunku paratuberkulozy.
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Ryc. 1. Obraz elektroforetyczny produktów PCR otrzymanych
z DNA szczepów M. paratuberculosis
Obja�nienia: Poszczególne �cie¿ki: 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 komórek szczepu ATCC 19698; 7, 8 � szczep I wyizolowa-
ny z próbki mleka wymieniowego; 9, 10 � szczep II wyizolowany
z próbki mleka wymieniowego; 11 � reakcja negatywna
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