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PCR method for detecting Mycobacterium paratuberculosis in raw milk samples
Summary

The aim of the study was to detect Mycobacterium paratuberculosis DNA in raw milk samples. DNA from
103 udder milk samples was isolated using the eQIAamp DNA Mini Kit (Qiagen). IS-900 — a part of genome

characteristic for MAP — was detected in 21 samples.
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Mycobacterium paratuberculosis (MAP) jest czynnikiem
etiologicznym choroby Johnego, wystgpujacej w stadach
bydta mlecznego i migsnego w wielu krajach $wiata (12).
Dotychczas niewyjasniona rola pratka w powstawaniu
i przebiegu choroby Crohna u ludzi nasuwa wiele pytan,
dotyczacych, migdzy innymi, drogi przenoszenia zarazka
na ludzi. Gtéwnym rezerwuarem MAP w $rodowisku sa
zwierzgta, zatem jednym z wektorow moze by¢ mleko po-
zyskiwane od krow zaré6wno chorych, jak i zakazonych bez-
objawowo. Pratki dostaja si¢ do mleka dwiema drogami:
wraz z makrofagami (21), gdy zwierzgta sa zakazone i po-
przez zanieczyszczenie katem (16). W praktyce zanieczysz-
czenie kalowe jest bardziej prawdopodobne i w znacznym
stopniu zwigksza liczb¢ komdérek MAP w mleku. Badania
mikroskopowe kalu zakazonych zwierzat wykazaty w nim
obecnos¢ skupisk (clump) ztozonych z kilku do kilku ty-
sigcy komorek MAP (10). Udowodniono takze, ze po-
wszechnie stosowany w przemys$le mleczarskim proces
pasteryzacji przemystowej HTST (high-temperature short-
time) nie gwarantuje unieszkodliwienia pratkow i potwier-
dza ich znaczna opornos$¢ na dziatanie wysokich tempera-
tur (5, 8, 15).

Izolacja MAP z mleka napotyka szereg trudnosci zwia-
zanych ze zlozona, trojfazowa struktura mleka z jednej stro-
ny i réznorodnoscia mikroorganizméw w nim obecnych
z drugiej. Dotychczas opisane metody (21, 23) mozna po-
dzieli¢ na dwie grupy: bezposrednie wykrywanie komorek
w badanym materiale oraz tradycyjna hodowle na podto-
zach odzywczych. Ze wzgledu na niewielka liczbg prat-
koéw, ktore moga si¢ znajdowa¢ w mleku niezbedna jest
wstepna koncentracja drobnoustrojow. Stosowane 1 opisa-
ne sposoby koncentracji bakterii w probkach mleka nie gwa-
rantuja odpowiedniego zaggszczenia, poniewaz pratki MAP
wykazuja powinowactwo do tluszczu (7). Konieczno$¢
uwzglednienia tej wlasciwosci byla powodem zastosowa-
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nia r6znego rodzaju preparatow chemicznych i enzymatycz-
nych dla ujednolicenia probek mleka (24), z ktérych na-
stepnie izolowano pratki MAP, stosujac metode tradycyj-
nej hodowli. Zasadniczymi mankamentem tej metody sa:
dlugi czas inkubacji (od 4 do 16 tygodni) i koniecznos¢
uzycia specyficznych, wzbogaconych mykobaktyna J pod-
tozy. Nowoczesna metoda, ktora pozwala szybciej uzyskac
wynik i ktéra moze by¢ wykorzystywana do wykrywania
MAP, jest technika PCR. Podstawa reakcji jest poddanie
amplifikacji charakterystycznego fragmentu genomu
IS-900, sekwencji kwasu DNA typowej tylko dla MAP (3).

Celem badan byto wykrycie obecnosci DNA Mycobac-
terium paratuberculosis w probkach mleka surowego za
pomoca metody PCR.

Material i metody

Izolacja DNA. W gospodarstwie produkcyjnym pobrano sto
trzy probki mleka surowego, wymieniowego, ktore nastgpnie
poddano reakcji z uzyciem zestawu QIAamp DNA Mini Kit fir-
my Qiagen zgodnie z instrukcja producenta. Otrzymany roztwor
zawierajacy wyizolowany z probki DNA poddano reakcji PCR.

Reakcja PCR. W celu przeprowadzenia reakcji przygotowa-
no mieszaning z uzyciem: Hot Star Taq Master Mix (Qiagen)
20 pl; 0,2 ul 100 pmol primeru P90+ (5’-GAAGGGTGTTCGGG-
GCCGTCGCTTAGG-3’); 0,2 ul 100 pmol primeru P91+
(5’-GGCGTTGAGGTCGATCGCCCACGTGAC-3) (6) 15,6 ul
wody wolnej od DNA’z. Do 36 pl mieszaniny reakcyjnej doda-
wano 4 ul badanego materiatu i bezposrednio po potaczeniu prze-
noszono do termocyklera (Mastercykler — Eppendorf) poddajac
amplifikacji. Przebieg reakcji byl nastgpujacy: denaturacja przez
15 minut w temperaturze 94°C; 60 cykli — 1 min. w 94°C,
0:45 min. w 67°C i1 2 min. w 72°C; zakonczenie reakcji — 2 min.
w 72°C. Nastepnie produkt PCR przetrzymywany byt w temp.
4°C do momentu wykonania elektroforezy.

Elektroforeza. Uzyskany produkt reakcji PCR analizowano
metoda elektroforezy w 1,5% zelu agarozowym LSI, w buforze
TAE (0,4 g LSI Agarose ME + 25 ml 1 x bufor TAE). 8 ul pro-
duktu PCR wymieszano z 2 pl loadding buffer i nanoszono na
zel, poddajac elektroforezie przy 100 V przez 60 min. w obec-
no$ci markera 1 kb ladder (Gibco).
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Wyniki i oméwienie

Dwadzie$cia jeden (20,39%) ze 103 probek mleka wy-
mieniowego, poddanych reakcji PCR dato wynik pozytyw-
ny. Amplifikacja fragmentu insercyjnego i pdzniejsza ana-
liza produktéw amplifikacji na zelu agarozowym wykaza-
ly charakterystyczne prazki w kazdej z dodatnich probek
mleka, co jest dowodem na obecnos$¢ MAP. Rycina 1 przed-
stawia przykladowy obraz elektroforetyczny uzyskany
z reakcji PCR.

Charakterystyczny dla genomu MAP fragment 1S-900,
wystepujacy w 14-18 kopiach po raz pierwszy zostat opi-
sany w latach 80. przez dwa niezalezne zespotly badaczy:
Collinsa z Nowej Zelandii (3) i McFadden z Anglii (9, 13,
14). Wykrycie IS-900 w badanym materiale pozwala na po-
twierdzenie obecno$ci MAP i jest wykorzystywane w celu
odroznienia MAP od innych wolno rosnacych pratkéw
kwasoopornych. Od przetomowego momentu odkrycia roz-
nic w genomach MAP i innych pratkow Mycobacterium
avium complex opublikowano niewiele danych dotyczacych
wystepowania tego drobnoustroju w mleku. Obecnos¢ MAP
wykazano: w mleku surowym zwierzat chorych i zakazo-
nych (1, 6, 19), w mleku zbiorczym z gospodarstw produk-
cyjnych (4, 11) i w mleku zbiorczym z mleczarni (8, 17,
18). Badania przesiewowe 1384 probek mleka zbiorczego
przeprowadzone na terenie Szwajcarii udowodnity wyste-
powanie 1S-900 w 19,7% prébek (4). Réznice pomigdzy
18 regionami byly znaczne. Najmniejszy odsetek wynikow
dodatnich wynosit 1,7%, a najwigkszy 49,2% w regionie.
Doswiadczenia przeprowadzone na 20 probkach mleka
zbiorczego, z ktorych kazda zawierata mleko od czterech
krow i 211 probkach mleka wymieniowego sugerowaty, ze
MAP moze by¢ wykrywany bezposrednio zardéwno z mle-
ka zbiorczego, jak i z mleka ¢wiartkowego (19). Analiza
probek mleka, pochodzacego od zwierzat nie wykazujacych
dodatnich odczyndéw serologicznych w kierunku paratuber-
kulozy, wykazata w nich obecno$¢ MAP (6). Pdzniejsze
wyniki badan, przeprowadzone w tym samym o$rodku udo-
wodnity, ze technika PCR nie powinna by¢ stosowana do
bezposredniego wykrywania IS-900 w probkach mleka
zbiorczego (11). Stwierdzono rowniez, ze metoda hodow-
lana izolacji MAP jest bardziej czuta niz technika PCR.
Przypuszczalnie jest to wynikiem obecno$ci w probkach
mleka inhibitorow reakcji PCR (2). Pojawily si¢ tez in-
formacje o wystgpowaniu falszywie dodatnich reakcji
IS-900 — PCR (22). Pomimo wad obu stosowanych technik
oraz réznic w czutosci wykrywania MAP, istotne jest prze-
prowadzanie badan nad wystgpowaniem tego pratka w zyw-
nos$ci, szczegdlnie w mleku. Tak dlugo, jak rola MAP
w chorobie Crohna u ludzi nie bedzie do konca wyjasnio-
na, stosowanie ,,zasady ostrozno$ci” wskazuje na koniecz-
no$¢ monitorowania obecnosci tego pratka w zywnosci,
a szczegolnie w mleku i jego przetworach.
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