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Mycobacterium paratuberculosis (MAP) jest czynnikiem
etiologicznym choroby Johnego, wystêpuj¹cej w stadach
byd³a mlecznego i miêsnego w wielu krajach �wiata (12).
Dotychczas niewyja�niona rola pr¹tka w powstawaniu
i przebiegu choroby Crohna u ludzi nasuwa wiele pytañ,
dotycz¹cych, miêdzy innymi, drogi przenoszenia zarazka
na ludzi. G³ównym rezerwuarem MAP w �rodowisku s¹
zwierzêta, zatem jednym z wektorów mo¿e byæ mleko po-
zyskiwane od krów zarówno chorych, jak i zaka¿onych bez-
objawowo. Pr¹tki dostaj¹ siê do mleka dwiema drogami:
wraz z makrofagami (21), gdy zwierzêta s¹ zaka¿one i po-
przez zanieczyszczenie ka³em (16). W praktyce zanieczysz-
czenie ka³owe jest bardziej prawdopodobne i w znacznym
stopniu zwiêksza liczbê komórek MAP w mleku. Badania
mikroskopowe ka³u zaka¿onych zwierz¹t wykaza³y w nim
obecno�æ skupisk (clump) z³o¿onych z kilku do kilku ty-
siêcy komórek MAP (10). Udowodniono tak¿e, ¿e po-
wszechnie stosowany w przemy�le mleczarskim proces
pasteryzacji przemys³owej HTST (high-temperature short-
time) nie gwarantuje unieszkodliwienia pr¹tków i potwier-
dza ich znaczn¹ oporno�æ na dzia³anie wysokich tempera-
tur (5, 8, 15).

Izolacja MAP z mleka napotyka szereg trudno�ci zwi¹-
zanych ze z³o¿on¹, trójfazow¹ struktur¹ mleka z jednej stro-
ny i ró¿norodno�ci¹ mikroorganizmów w nim obecnych
z drugiej. Dotychczas opisane metody (21, 23) mo¿na po-
dzieliæ na dwie grupy: bezpo�rednie wykrywanie komórek
w badanym materiale oraz tradycyjn¹ hodowlê na pod³o-
¿ach od¿ywczych. Ze wzglêdu na niewielk¹ liczbê pr¹t-
ków, które mog¹ siê znajdowaæ w mleku niezbêdna jest
wstêpna koncentracja drobnoustrojów. Stosowane i opisa-
ne sposoby koncentracji bakterii w próbkach mleka nie gwa-
rantuj¹ odpowiedniego zagêszczenia, poniewa¿ pr¹tki MAP
wykazuj¹ powinowactwo do t³uszczu (7). Konieczno�æ
uwzglêdnienia tej w³a�ciwo�ci by³a powodem zastosowa-

nia ró¿nego rodzaju preparatów chemicznych i enzymatycz-
nych dla ujednolicenia próbek mleka (24), z których na-
stêpnie izolowano pr¹tki MAP, stosuj¹c metodê tradycyj-
nej hodowli. Zasadniczymi mankamentem tej metody s¹:
d³ugi czas inkubacji (od 4 do 16 tygodni) i konieczno�æ
u¿ycia specyficznych, wzbogaconych mykobaktyn¹ J pod-
³o¿y. Nowoczesn¹ metod¹, która pozwala szybciej uzyskaæ
wynik i która mo¿e byæ wykorzystywana do wykrywania
MAP, jest technika PCR. Podstaw¹ reakcji jest poddanie
amplifikacji charakterystycznego fragmentu genomu
IS-900, sekwencji kwasu DNA typowej tylko dla MAP (3).

Celem badañ by³o wykrycie obecno�ci DNA Mycobac-
terium paratuberculosis w próbkach mleka surowego za
pomoc¹ metody PCR.

Materia³ i metody
Izolacja DNA. W gospodarstwie produkcyjnym pobrano sto

trzy próbki mleka surowego, wymieniowego, które nastêpnie
poddano reakcji z u¿yciem zestawu QIAamp DNA Mini Kit fir-
my Qiagen zgodnie z instrukcj¹ producenta. Otrzymany roztwór
zawieraj¹cy wyizolowany z próbki DNA poddano reakcji PCR.

Reakcja PCR. W celu przeprowadzenia reakcji przygotowa-
no mieszaninê z u¿yciem: Hot Star Taq Master Mix (Qiagen)
20 µl; 0,2 µl 100 pmol primeru P90+ (5�-GAAGGGTGTTCGGG-
GCCGTCGCTTAGG-3�); 0,2 µl 100 pmol primeru P91+
(5�-GGCGTTGAGGTCGATCGCCCACGTGAC-3�) (6) 15,6 µl
wody wolnej od DNA�z. Do 36 µl mieszaniny reakcyjnej doda-
wano 4 µl badanego materia³u i bezpo�rednio po po³¹czeniu prze-
noszono do termocyklera (Mastercykler � Eppendorf) poddaj¹c
amplifikacji. Przebieg reakcji by³ nastêpuj¹cy: denaturacja przez
15 minut w temperaturze 94°C; 60 cykli � 1 min. w 94°C,
0:45 min. w 67°C i 2 min. w 72°C; zakoñczenie reakcji � 2 min.
w 72°C. Nastêpnie produkt PCR przetrzymywany by³ w temp.
4°C do momentu wykonania elektroforezy.

Elektroforeza. Uzyskany produkt reakcji PCR analizowano
metod¹ elektroforezy w 1,5% ¿elu agarozowym LSI, w buforze
TAE (0,4 g LSI Agarose ME + 25 ml 1 × bufor TAE). 8 µl pro-
duktu PCR wymieszano z 2 µl loadding buffer i nanoszono na
¿el, poddaj¹c elektroforezie przy 100 V przez 60 min. w obec-
no�ci markera 1 kb ladder (Gibco).
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Wyniki i omówienie
Dwadzie�cia jeden (20,39%) ze 103 próbek mleka wy-

mieniowego, poddanych reakcji PCR da³o wynik pozytyw-
ny. Amplifikacja fragmentu insercyjnego i pó�niejsza ana-
liza produktów amplifikacji na ¿elu agarozowym wykaza-
³y charakterystyczne pr¹¿ki w ka¿dej z dodatnich próbek
mleka, co jest dowodem na obecno�æ MAP. Rycina 1 przed-
stawia przyk³adowy obraz elektroforetyczny uzyskany
z reakcji PCR.

Charakterystyczny dla genomu MAP fragment IS-900,
wystêpuj¹cy w 14-18 kopiach po raz pierwszy zosta³ opi-
sany w latach 80. przez dwa niezale¿ne zespo³y badaczy:
Collinsa z Nowej Zelandii (3) i McFadden z Anglii (9, 13,
14). Wykrycie IS-900 w badanym materiale pozwala na po-
twierdzenie obecno�ci MAP i jest wykorzystywane w celu
odró¿nienia MAP od innych wolno rosn¹cych pr¹tków
kwasoopornych. Od prze³omowego momentu odkrycia ró¿-
nic w genomach MAP i innych pr¹tków Mycobacterium
avium complex opublikowano niewiele danych dotycz¹cych
wystêpowania tego drobnoustroju w mleku. Obecno�æ MAP
wykazano: w mleku surowym zwierz¹t chorych i zaka¿o-
nych (1, 6, 19), w mleku zbiorczym z gospodarstw produk-
cyjnych (4, 11) i w mleku zbiorczym z mleczarni (8, 17,
18). Badania przesiewowe 1384 próbek mleka zbiorczego
przeprowadzone na terenie Szwajcarii udowodni³y wystê-
powanie IS-900 w 19,7% próbek (4). Ró¿nice pomiêdzy
18 regionami by³y znaczne. Najmniejszy odsetek wyników
dodatnich wynosi³ 1,7%, a najwiêkszy 49,2% w regionie.
Do�wiadczenia przeprowadzone na 20 próbkach mleka
zbiorczego, z których ka¿da zawiera³a mleko od czterech
krów i 211 próbkach mleka wymieniowego sugerowa³y, ¿e
MAP mo¿e byæ wykrywany bezpo�rednio zarówno z mle-
ka zbiorczego, jak i z mleka æwiartkowego (19). Analiza
próbek mleka, pochodz¹cego od zwierz¹t nie wykazuj¹cych
dodatnich odczynów serologicznych w kierunku paratuber-
kulozy, wykaza³a w nich obecno�æ MAP (6). Pó�niejsze
wyniki badañ, przeprowadzone w tym samym o�rodku udo-
wodni³y, ¿e technika PCR nie powinna byæ stosowana do
bezpo�redniego wykrywania IS-900 w próbkach mleka
zbiorczego (11). Stwierdzono równie¿, ¿e metoda hodow-
lana izolacji MAP jest bardziej czu³a ni¿ technika PCR.
Przypuszczalnie jest to wynikiem obecno�ci w próbkach
mleka inhibitorów reakcji PCR (2). Pojawi³y siê te¿ in-
formacje o wystêpowaniu fa³szywie dodatnich reakcji
IS-900 � PCR (22). Pomimo wad obu stosowanych technik
oraz ró¿nic w czu³o�ci wykrywania MAP, istotne jest prze-
prowadzanie badañ nad wystêpowaniem tego pr¹tka w ¿yw-
no�ci, szczególnie w mleku. Tak d³ugo, jak rola MAP
w chorobie Crohna u ludzi nie bêdzie do koñca wyja�nio-
na, stosowanie �zasady ostro¿no�ci� wskazuje na koniecz-
no�æ monitorowania obecno�ci tego pr¹tka w ¿ywno�ci,
a szczególnie w mleku i jego przetworach.
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Ryc. 1. Obraz elektroforetyczny produktów PCR otrzyma-
nych z DNA izolowanego z próbek mleka surowego
Poszczególne �cie¿ki: 1 � kontrola negatywna reakcji PCR; 2 �
kontrola pozytywna reakcji PCR (DNA otrzymane ze szczepu
ATCC 19698); 7, 9, 11, 13, 15, 16, 17, 19 � reakcje pozytywne
uzyskane z izolatów z mleka wymieniowego; 3, 4, 5, 6, 8, 10, 12,
14, 18 � reakcje negatywne


