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MYCOBACTERIUM AVIUM SUBSP. PARATUBERCULOSIS —
WYSTEPOWANIE W MLEKU SUROWYM I W PRODUKTACH
MLECZNYCH

Streszczenie

Bakterie Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map) sa etiologicznym czynnikiem choroby
Johnego u przezuwaczy, a takze wplywaja prawdopodobnie na wystgpowanie choroby Crohna i cukrzycy
typu I u ludzi. Drobnoustroje te przezywaja warunki krotkotrwalej pasteryzacji mleka (71,7 °C/15 s.
Mleko od krow z paratuberkuloza zawiera komorki Map, natomiast do zanieczyszczenia mleka moze
dojs¢ takze przez jego styczno$¢ z katem lub na kolejnych etapach przetwarzania. Odsetek probek mleka
zbiorczego zawierajacego Map waha si¢ od 2 do 70 %. Obecno$¢ Map stwierdzono w 6,5 + 12,0 % probek
mleka pasteryzowanego, w okoto 20 % probek $mietanki, w 12 + 50 % serow oraz w 35 % probek mleka
w proszku. Nie ma doniesien o wyizolowaniu Map z rynkowych mlecznych napojow fermentowanych, ale
stwierdzono, ze mikroorganizmy te przezywaja w czasie chlodniczego przechowywania jogurtow.
W mleku fermentowanym z dodatkiem szczepow probiotycznych liczba Map zmniejsza si¢ o 1,2 do > 3,8
rzedow logarytmicznych, w zaleznosci od szczepu Map oraz probiotyku.

Stowa Kluczowe: Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map), mleko surowe, mleko
pasteryzowane, sery, mleko fermentowane

Wprowadzenie

Gatunek Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map) nalezy do rodziny
Mycobacteriaceae i rodzaju Mycobacterium tradycyjnie nazywanych pratkami. Sa to
Gram-dodatnie bakterie o tlenowym metabolizmie i komérkach w ksztalcie prostych
lub lekko zakrzywionych pateczek o srednicy 0,2 + 0,4 um i dtugosci 2 + 10 pm.
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Charakterystyczng cechg pratkdw jest specyficzna S$ciana komorkowa, ktora
zbudowana jest gldwnie z lipidow, dzigki czemu drobnoustroje te charakteryzuja sig¢
znaczng oporno$cig na czynniki, takie jak: wysuszenie, niskie i wysokie pH oraz
wysoka 1 niska temperatura [2, 23]. Map sa zdolne przezy¢ dlugi czas poza
organizmem zwierzgcym, np. 163 dni w wodzie rzecznej, 270 dni w wodzie stojace;j,
w glebie — 11 miesi¢cy, w plynnym nawozie naturalnym — 56 dni, a w nawozie statym
—3dni [21, 45].

Map sa etiologicznym czynnikiem chronicznego zapalenia zotadka i jelit
u przezuwaczy (choroba Johnego), uwazanego za jedna z najpowazniejszych choréb
dotykajacych bydlo mleczne [23]. Z badan Departamentu Rolnictwa USA
przeprowadzonych w 1996 r. wynika, ze w Stanach Zjednoczonych od 20 do 40 % stad
krow mlecznych bylo zakazonych Map, co prowadzito kazdego roku do strat
ekonomicznych wynoszacych co najmniej 1,5 miliarda dolarow [5].

Pierwsze doniesienia wigzace Map z choroba Crohna pojawity si¢ juz w 1913 r.,
jednak dopiero w latach 80. XX w. patogeny te wyizolowano od pacjentow
z zapaleniem jelit [14]. Choroba Crohna jest przewlekltym stanem zapalnym przewodu
pokarmowego, z powodu ktorego cierpig miliony ludzi na §wiecie, a czestotliwos¢ jej
wystepowania w krajach rozwinigtych ro$nie [29, 32]. Istnieje rowniez hipoteza, ze
Map przyczyniajg si¢ do powstania cukrzycy typu [ u ludzi [11].

W ostatnich latach zainteresowanie badaczy bakteriami omawianego gatunku
wzrosto, gdyz pojawily si¢ doniesienia o wigkszej opornosci cieplnej Map niz bakterii,
ktére do tej pory uwazano za standardowe przy okreslaniu skutecznosci pasteryzacji
krotkotrwatej) HTST (71,7 °C/15 s), czyli Coxiella burnetti i Mycobacterium bovis [20,
26, 37, 39].

Wystepowanie Map w mleku surowym

Wystepowanie Map w mleku surowym zwierzat chorych na chorobe Johnego
zostato udowodnione [15, 34], obecnie prowadzi si¢ natomiast badania dotyczace
stopnia zanieczyszczenia przez Map mleka od kréw bez oznak chorobowych. Hodowla
tych bakterii metodami klasycznej mikrobiologii jest zmudna i ucigzliwa, dlatego tez
okreslenie faktycznej liczby Map w mleku surowym w warunkach laboratoryjnych jest
bardzo trudne i czasochtonne [32]. Szybka i czulg metoda wykrywania Map
w probkach srodowiskowych i produktach spozywczych, w tym mlecznych, jest PCR
(z ang. polymerase chain reaction). Opracowano liczne warianty tej metody, ale
prawie wszystkie polegajg na wykrywaniu sekwencji insercyjnej IS900, ktorg ustalono
jako standardowy marker Map. Inne markery stosowane alternatywnie to wystepujacy
pojedynczo w genomie — f57 oraz geny HspX i ISMav2, oba obecne w trzech kopiach
w genomie Map. Wada metod PCR stosowanych do wykrywania Map w zywnosSci jest
brak mozliwosci odréznienia komoérek zywych od martwych w probcee [35].
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Wystepowanie Map w mleku surowym nie zalezy, jak si¢ wydaje, od gatunku
zwierzgcia. O’Reilly 1 wsp. [31] wykryli Map w 12,9 % (od 9,9 do 16,5 %) probek
mleka zbiorczego (metodg IMS-PCR, czyli PCR z separacjg immunomagnetyczng),
natomiast Corti i Stephan [7] stwierdzili te bakterie srednio w 19,7 % probek mleka
zbiorczego, przy czym probki pochodzity z réznych czeéci Szwajcarii 1 wyniki
7 poszczegolnych regionow wahaty si¢ od 1,7 do 49,2 %. W szeroko zakrojonych
badaniach w Wielkiej Brytanii przebadano metodg hodowlang 244 probki surowego
mleka krowiego i w 2 % z nich stwierdzono obecno$¢ komorek Map [18]. W Egipcie
69,2 % probek mleka surowego bylo pozytywnych w kierunku Map (oznaczanych
metodg IS900 PCR) [13]. W badaniach przeprowadzonych w Polsce obecnos¢ Map
wykazano w 2,47 % probek mleka pochodzacego od pojedynczych krow ze stada,
w ktorym wystapity odczyny serologiczne dodatnie w kierunku paratuberkulozy [43].
W przypadku innych gatunkow zwierzat mlecznych, jak owce i kozy, dane sg rowniez
rozbiezne. Grant 1 wsp. [19] stwierdzili, ze ze 104 probki surowego mleka zbiorczego
koziego i owczego tylko jedna zawierata Map, co stanowitlo < 1 % probek.
W Szwajcarii Map stwierdzono w 23 % probek mleka koziego i 23,8 % probek mleka
owczego (metoda IS900 PCR) [30].

Czynnikiem wptywajacym na obecnos¢ Map w mleku surowym jest na pewno
praktyka higieniczna podczas dojenia. Zwierzgta zainfekowane Map wydalajg pratki
zkatem i w ten sposob, jak potwierdzaja badania wielu autorow, patogeny moga
przedostawa¢ si¢ do mleka, ktore nastgpnie stanowi posrednie zrodto zakazenia dla
ludzi. Kat krow z choroba Johnego moze zawiera¢ w 1 g nawet 10° komoérek Map.
Przy takiej liczbie nawet drobiny katu moga istotnie zanieczyszcza¢ mleko [18, 22,
44]. Stopien zanieczyszczenia mleka zmienia si¢ znacznie w roznych regionach czy
krajach, gdyz zalezy od rozpowszechnienia klinicznych przypadkow choroby Johnego,
ktére maja najwigkszy udzial w zanieczyszczeniu surowego mleka [26]. Zakazenie
wezlow chtonnych wymienia powoduje bezposrednie przechodzenie Map do mleka, co
wskazywac moze, ze Map przenoszone sg przez krew lub limfe [42].

Mleko krow  niewykazujacych  objawow  chorobowych bywa  takze
zanieczyszczone Map, jednak ich liczba w probkach takiego mleka jest mala.
Przypuszcza si¢, ze Map wystepujag réwniez w siarze, ktorg karmione sg cieleta
i pomimo pdzniejszego ich karmienia preparatami mlekozastepczymi, siara moze
stanowi¢ zrdédto infekcji tych zwierzat [42].

Djonne i wsp. [9] wykazali wptyw wieku krow na obecnos¢ Map w mleku — im
starsze zwierzgta, tym czesciej ich mleko jest zanieczyszczone Map. Autorzy
zauwazyli takze wplyw sezonowosci na liczbe Map w mleku. Procent zwierzat,
w mleku ktorych wykryto Map byt najwyzszy w maju (13,8 %), natomiast z okresu
luty - marzec byt znacznie mniejszy (2,9 %).
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Wystepowanie Map w produktach mlecznych

7 danych literaturowych wynika, ze produkty mleczne moga by¢ no$nikiem
wprowadzajacym Map do organizmu cztowieka. W badaniach, ktorych celem byto
okreslenie rozpowszechnienia Map w mleku spozywczym i $mietance w Irlandii
wykazano obecnos¢ tych patogenéw (metoda IMS-PCR) w 19,5 % probek $mietanki,
w 9,0 % probek mleka pelnego i w 6,5 % probek mleka czesciowo odthuszczonego, nie
wykazano za$ ich obecnosci w zadnej probce mleka odtluszczonego. Postugujac sie
metodami hodowlanymi nie stwierdzono natomiast Map w zadnej z 357 badanych
probek produktéw. W mleku pasteryzowanym pelnym Map stwierdzano najczesciej od
stycznia do marca oraz od wrze$nia do listopada kazdego roku badan, a odsetek probek
pozytywnych w tych okresach siegat 25 % [31]. W innych badaniach
przeprowadzonych w Anglii i Walii, stosujgc metode IS900 PCR, stwierdzono
obecnos$¢ M. paratuberculosis w 7,05 % probek [28]. W Wielkiej Brytanii obecno$¢
Map, okreslonych metoda IMS PCR, wykryto w 12 % probek, a metoda ptytkowa —
tylko w 1,8 % probek (w liczbie 2 = 8 jtk/50 ml) [18]. Podobne dane otrzymano
w badaniach przeprowadzonych w Stanach Zjednoczonych [12]. W Czechach Map
stwierdzono w 1,6 % probek pasteryzowanego mleka rynkowego (metoda IS900 PCR)
[1].

Procesy wstepnej obrobki mleka, jak: oczyszczanie i normalizacja, ewentualna
mikrofiltracja oraz homogenizacja, moga wptywaé¢ na liczb¢ Map w mleku
pasteryzowanym. tLaczne zastosowanie wirowania mleka i mikrofiltracji skutkowato
usuni¢ciem od 95,0 do 99,9 % komorek Map [17]. W niektorych pracach badawczych
z tego zakresu wykazano, ze homogenizacja mleka po jego pasteryzacji skutkuje
mniejszym zniszczeniem Map niz przeprowadzenie tego procesu przed obrobka
cieplng [16, 27]. Odmienne wyniki otrzymali Rademaker i wsp. [33], ktorzy nie
stwierdzili zadnego wplywu homogenizacji mleka na skuteczno$¢ pasteryzacji
w stosunku do Map.

W krajach rozwinigtych wigkszos¢ seréw produkuje si¢ z mleka
pasteryzowanego, chociaz w krajach o dlugiej tradycji serowarskiej nadal znaczng
cze$¢ serow otrzymuje si¢ w warunkach rzemieslniczych z mleka surowego krowiego,
owczego lub koziego. Bezpieczenstwo mikrobiologiczne serow osiagga si¢ przez
ukwaszenie i solenie masy serowej i poprzez rozwo6j dodawanych specjalnie (sery
z mleka pasteryzowanego) lub naturalnie wystepujacych w mleku (sery z mleka
surowego) bakterii kwasu mlekowego. Bakterie te, poprzez wytworzenie kwasu
mlekowego 1 innych kwasow organicznych obnizajacych pH sera do poziomu okoto
4,6 - 5,0, uniemozliwiaja rozwoj bakterii patogennych w czasie dojrzewania
1 przechowywania serow.

Badania nad inaktywacja Map w czasie wyrobu serow sa nieliczne (tab. 1).
Wartosci D (dziesigciokrotny czas redukcji liczby) réznych szczepéw Map wahaty sig¢
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od 28 dni (ser twardy) [36] do 107 dni (ser Cheddar) [10], przy czym najwicksza
wartoscig D charakteryzowaly si¢ sery o najnizszym pH [10]. Wyniki oznaczen seréw
pottwardych i twardych dowodzg, Zze w czasie ich dojrzewania liczba Map moze
obnizy¢ si¢ 0 2 + 4 rzedy wielkosci. Wykazano takze, ze przezywalno$¢ Map w serach
jest szczepozalezna, warto$¢ D wynosita od 90 do 107 dni w zaleznosci od szczepu
[10].

Tabela 1. Dane dotyczace inaktywacji Map w czasie dojrzewania sztucznie zanieczyszczonych serow
Table 1. Map inactivation data during ripening of artificially contaminated cheeses

Dojrzewanie
Typ sera Ripening Wartoéé D [dni]
- pH
Cheese type Czas [dni] Temperatura [°C] D-value [days]
Time [days] Temperature [°C]
Mickki
Soft 28 4 6,2 60
Twardy 120 12/22/12* 5,7 28
Hard
Pottwardy
Semi-hard 120 15 5,7 46
Cheddar .
Cheddar 189 10 5,2 90 - 107

Objasnienia: / Explanatory notes:

a — sery dojrzewaly w warunkach kolejno: 12 °C/10 dni, 22 °C/60 dni, 12 °C/50 dni / ripening of cheeses
was under following conditions: 12 °C/10 days, 22 °C/60 days, 12 °C/50 days;

b — wartosci D dla 3 badanych szczepow Map / D-values for 3 analysed Map strains.

Opracowano na podstawie: [10, 36, 39] / Developed based on: [10. 36. 39]

Na podstawie wcze$niej przedstawionych wynikéw badan, dotyczacych
wystepowania Map w mleku surowym, zatozy¢ mozna, ze przecigtna liczba tych
bakterii moze wynosi¢ okoto 100 jtk w litrze mleka. W czasie otrzymywania serow
z takiego mleka okoto 90 % poczatkowej liczby Map zostanie ,,zamkniete” w skrzepie.
Po osuszeniu skrzepu i oddzieleniu serwatki te 90 jtk Map/l koagulum skoncentruje si¢
w 100 g sera (90 jtk/100 g sera). W ciaggu kolejnych 4 miesigcy dojrzewania serow
twardych 1 3 miesiecy dojrzewania seréw pottwardych liczba Map zmniejszy si¢
odpowiednio o ponad 4 i1 2 rzgdy logarytmiczne, co obliczono na podstawie
cytowanych wyzej wartosci D. W serach gotowych do sprzedazy mozna zatem
przewidzie¢ obecno$¢ nie wiecej niz 0,009 jtk Map/100 g sera twardego i 0,9 jtk
Map/100 g sera pottwardego. Sery twarde, przyktadowo ser Ementalski spozywa si¢
zwykle po jeszcze dtuzszym, niz zalozono powyzej, dojrzewaniu, np. 6-miesigcznym,
co jeszcze bardziej zwigksza bezpieczenstwo zdrowotne tych serow.
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Sung i Collins [39] okreslili wptyw niskiego pH i stezenia soli na przezywalnos¢
Map w serach migkkich podczas 60-dniowego okresu ich przechowywania. Stopien
niszczenia szczepow Map auorzy okreslili w temp. 20 °C przy roznych wartosciach pH
i stezeniu soli, ale powszechnie stosowanych w produkcji serow. Stwierdzili, ze
stezenie NaCl ma maty wplyw na hamowanie rozwoju Map lub w ogoble go nie ma,
natomiast nizsze pH laczy si¢ z szybszym niszczeniem tych patogendw. Srednie
warto$ci D dla badanych szczepow Map przy pH 4,0, 5,0 i 6,0 wyniostly odpowiednio:
10, 19 1 33,3 dni. Wzrost pH o jedng jednostke skutkuje wigc w przyblizeniu
2-krotnym wzrostem D.

Ikonomopoulous i wsp. [25] odkryli Map w 50 % probek handlowych seréw Feta
z Grecji i w 12 % probek serow tego typu z Czech. Komorki Map stwierdzili w 3,6 %
badanych probek (stosujac metode hodowlang), natomiast metoda 1S900 PCR -
w 30,9 % probek. Najwyzszy odsetek probek zawierajacych Map stwierdzono
w serach feta o stosunkowo matym st¢zeniu NaCl (< 2 %), ktére wyprodukowano
w Grecji z mleka otrzymanego od zwierzat z odizolowanej populacji. Obecnosc
materialu genetycznego Map w serach wyprodukowanych na Cyprze z mleka owiec,
kéz i krow stwierdzono w 25 % probek [3]. Znacznie mniejszy odsetek probek
dodatnich w kierunku markera 1S900 Map (< 12 %) wykazano w serach z mleka
krowiego i skrzepie serowym w Czechach, Stanach Zjednoczonych i Szwajcarii [6, 25,
38].

Muramylodipeptydy, uwolnione z peptydoglikanéw wchodzacych w sktad Sciany
komorkowej pratkow, uwaza si¢ za potencjalne immunomodulatory i czynniki
wywolujace stany zapalne [8], dlatego nawet martwe komorki Map obecne w proszku
mlecznym lub w preparatach do Zywienia niemowlat stanowig potencjalne ryzyko dla
zdrowia dzieci. Niepokojace wydaja si¢ wigc podawane w literaturze przedmiotu
informacje na temat wystepowania Map w proszku mlecznym. W badaniach
przeprowadzonych w Czechach obecno$¢ Map stwierdzono w 35 % probek mleka
w proszku dla niemowlat w liczbie od 48 do 32 500 komorek w gramie, przy czym
ponad 10 000 komérek na gram obecne byto w 4 probkach (7,8 %). Oznacza to, ze
jedno opakowanie mleka w proszku, ktére niemowleciu karmionemu sztucznie podano
w ciagu kilku dni, zawierato 5 milionéw komoérek Map [24].

Opublikowano niewiele wynikéw badan dotyczacych obecnosci i mozliwosci
rozwoju Map w produktach mlecznych innych niz mleko pasteryzowane i sery.
Ogodlnie, mleko fermentowane jest zabezpieczone przed rozwojem patogendw przez
zastosowanie wysokiej temperatury pasteryzacji mleka przeznaczonego do ich
produkcji, niskie pH i przechowywanie w warunkach chtodniczych. Chociaz Map s3
bardziej oporne na niskie pH niz wigkszo$¢ drobnoustrojow obecnych w mleku
surowym [41], to kwasowo$¢ mlecznych napojow fermentowanych wptywa na istotne
ograniczenie ich rozwoju [10, 36, 40]. Nie ma doniesien o wyizolowaniu Map
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z rynkowych mlecznych napojéw fermentowanych, ale van Brandt i wsp. [4] po
przeprowadzeniu badan modelowych stwierdzili, ze mikroorganizmy te przezywaty
w jogurtach, a ich liczba nie zmieniata si¢ w ciggu 6-tygodniowego przechowywania
tych produktow w temp. 6 °C. Jednak w mleku fermentowanym z dodatkiem szczepow
probiotycznych (Bifidobacterium lactis BB-12, Lactobacillus acidophilus LA-5,
Lactobacillus casei shirota, Lactobacillus rhamnosus HNOO1) liczba Map zmniejszata
si¢ 0 1,2 do > 3,8 rzgdow logarytmicznych, w zaleznosci od szczepu Map oraz
probiotyku. Wyniki tych badan sa obiecujace, gdyz poza hamujacym wplywem kultur
probiotycznych na Map, wykazanych w warunkach in situ, moga wskazywac¢ na
mozliwo$¢ wykorzystania probiotykow do leczenia paratuberkulozy u zwierzat oraz
choroby Crohna u ludzi.

Podsumowanie

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, to chorobotworcze bakterie,
ktorych obecnos¢ stwierdzono w $rodowisku pozyskiwania mleka, w organizmach
krow i innych zwierzat mlecznych, a takze w surowcu mleczarskim. Wyniki
publikowane od kilku lat wskazuja na obecno$¢ Map rowniez w produktach
mlecznych: w mleku pasteryzowanym, serach i proszku mlecznym. Na obecno$¢ tych
patogenow w produktach mlecznych podstawowy wpltyw wydaje si¢ mie¢ ich opornosc
na warunki pasteryzacji HTST, ale takze — zwlaszcza w przypadku serow — pewna
oporno$¢ na niskie pH i niewielkie stg¢zenia soli (< 2 % NaCl) oraz opornos¢ na
wysuszenie (proszek mleczny).

Chociaz bywajg wyrazane watpliwosci dotyczace etiologicznej roli Map
w chorobie Crohna, obecno$¢ tych patogenow w mleku surowym, pasteryzowanym
1 w serach jest nadal potwierdzana. Poziomy Map oznaczane w mleku krowim, kozim
1 owczym, pochodzacym z réznych krajéw, wskazuja na rozpowszechnienie choroby
Johnego na $wiecie. Postgpowanie ograniczajace rozprzestrzenianie si¢ tej choroby,
szczegblnie wsrod stad bydta mlecznego, jest zatem potrzebne. Jesli zakazenie Map
w populacji zwierzat zostanie zredukowane przez odpowiednie programy kontroli, to
zmniejszy si¢ tez poziom wystepowania Map w zywno$ci pochodzenia zwierzgcego,
atym samym ryzyko zakazenia ludzi. Osiagniecie zmniejszenia liczby Map
w zywno$ci wymaga jednak czasu, a takze wspdlnego wysitku organizacji rzadowych,
rolniczych, weterynaryjnych oraz przemystu mleczarskiego.
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MYCOBACTERIUM AVIUM SUBSP. PARATUBERCULOSIS — THE OCCURRENCE IN RAW
MILK AND IN DAIRY PRODUCTS

Summary

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map) bacteria are an etiological agent of the Johne’s
disease in ruminants and they have, likely, their role in the occurrence of the Crohn's disease and type I
diabetes in humans. Those microorganisms are able to survive under the conditions of milk pasteurization
of short duration (71.7°C/15 s). Milk from cows infected with paratuberculosis contains Map cells, how-
ever, milk could also be contaminated by contacting faeces or in the successive phases of milk processing.
The sample percentage of cumulative milk with Map ranges between 2 and 70 %. It was reported that the
Map cells were present in 6.5 to 12.0 % of pasteurized milk samples, in ca. 20 % of cream samples, in
more than 12 to 50 % of cheese samples, and in 35 % of milk powder samples. There are no reports re-
garding the Map cells isolated from fermented milk beverages in the market, but those microorganisms
were found to survive in the cold stored yoghurts. In the fermented milk with added probiotic strains of
bacteria, the count of Map decreased from 1.2 to more than 3.8 log depending on both the Map strain and
the probiotic.

Key words: Mycobacterium avium subsp. Paratuberculosis (Map), raw milk, pasteurized milk, cheeses,
fermented milks
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