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Streszczenie

W latach 90. XX w. ukazatly si¢ pierwsze publikacje wskazujace, ze Mycobacterium avium subsp. pa-
ratuberculosis (Map) sa bardziej cieplooporne niz M. bovis i przezywaja pasteryzacje mleka HTST. Od
tego czasu ukazalo si¢ wiele prac potwierdzajacych obecnos¢ Map w produktach mlecznych. Obecno$é
zywych komorek tych drobnoustrojow stwierdzono w probkach rynkowego mleka pasteryzowanego,
atakze w serach. Badania nad cieploopornoscia Map sa nietatwe ze wzgledu na uciazliwos¢ hodowli,
a pordwnanie i interpretacja danych literaturowych z tego zakresu sg utrudnione z uwagi na roznice
w stosowanych metodach eksperymentalnych. W badaniach przeprowadzanych z uzyciem mleka ogrze-
wanego w probowkach, kapilarach lub w pasteryzatorach laboratoryjnych wykazano, Zze pasteryzacja
w temp. 63 °C/30 min, jak i HTST zmniejszaja liczbe Map o 4 - 7 rzedow logarytmicznych. Rozbiezne
wyniki otrzymywano w do§wiadczeniach prowadzonych w warunkach pasteryzacji przemystowej. Istnieje
kilka hipotez opornosci cieplnej Map w mleku, m.in. tworzenie skupisk komorek, adaptacja fizjologiczna
prowadzaca do nabycia cieptoopornosci oraz fizykochemiczne zmiany we wngetrzu komorki.

Stowa kluczowe: Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, obrobka cieplna, pasteryzacja, HTST

Wprowadzenie

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map) jako pierwsi wyizolowali
Johne i Frottingham w 1895 r. w badaniach przyczyn przewleklej biegunki u bydta,
nazwanej chorobg Johnego. Uwaza si¢ za prawdopodobne, ze drobnoustroje te odpo-
wiadajg takze za przewlekty stan zapalny przewodu pokarmowego cztowieka (chorobe
Crohna). Cechg charakterystyczng Map jest szczegdlna budowa 3-warstwowej §ciany
komorkowej ztozonej w 30 + 40 % z lipidow, dzicki ktorej drobnoustroje te sg oporne
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na czynniki fizyczne i chemiczne. Wsrod kwasow tluszczowych $ciany komodrkowej
wystepuja kwasy nasycone spotykane u innych mikroorganizméw, jak: mastowy, pal-
mitynowy, stearynowy, kapronowy, jak rowniez charakterystyczne tylko dla omawia-
nego gatunku: tuberkulostearynowy i ftionowy. Komodrki Map maja takze otoczke
z cukrow, lipoarabinianu i liposacharydow, ktora ulatwia im tworzenie skupisk [21,
32].

Pasteryzacja jest gldéwnym procesem gwarantujacym bezpieczenstwo i jako$¢
mleka oraz produktow mlecznych. Pasteryzacja mleka spozywczego stata si¢ obowigz-
kowa w pierwszej potowie XX w. Poczatkowo parametry pasteryzacji byty tak ustalo-
ne, aby zniszczy¢ Mycobacterium bovis. Bakterie te uwazano wowczas za najbardziej
cieplooporne drobnoustroje wsrdd patogenow obecnych w mleku. Dopiero w 1957 r.,
na podstawie wynikow badan nad efektywnoscig niszczenia komorek Coxiella burne-
tii, ktore okazaly si¢ bardziej cieptooporne od M. bovis, ustalono minimalne parametry
pasteryzacji, tj. 71,7 °C przez 15 s (HTST) [21].

W 1996 r. Grant i wsp. [13] opublikowali jako pierwsi wyniki dowodzace, ze
Map sa bardziej cieptooporne niz M. bovis 1 moga przezy¢ pasteryzacj¢ mleka HTST
(72 °C/15 s), jesli ich liczba przekracza 10° jtk/ml. Od konca lat 90. XX w. ukazalo sie
takze wiele prac potwierdzajacych obecno$¢ Map w produktach mlecznych. Obecnos¢
zywych komorek tych drobnoustrojow stwierdzono w probkach rynkowego mleka
pasteryzowanego w Czechach, Wielkiej Brytanii, Stanach Zjednoczonych i Indiach [2,
6, 16, 28], a takze w probkach seréw w Czechach i Grecji [19].

Z uwagi na dane dotyczace wystgpowania Map w mleku surowym i przypusz-
czalnego ich zwiazku z choroba Crohna oraz izolowania zywych komoérek Map z pro-
bek rynkowych produktéw mlecznych blizej zainteresowano si¢ skuteczno$cig pastery-
zacji mleka przy stosowanych wowczas jej parametrach.

Skuteczno$¢ ré6znych wariantéw obrobki cieplnej mleka wobec Map

Prowadzenie badan nad opornoscig cieplng Map jest uciazliwe ze wzgledu na
trudnosci w hodowli tych drobnoustrojow w warunkach laboratoryjnych. Rowniez
interpretacja i porownanie danych literaturowych sg trudne ze wzgledu na rdznice
w metodach eksperymentalnych, stosowanych przez autorow.

W wigkszosci badan nad cieptoopornoscig Map okreslano ich przezywalnos$¢ przy
réznych wariantach obrobki cieplnej mleka, dodajgc te drobnoustroje do mleka w po-
staci pojedynczych szczepow lub mieszaniny kilku szczepoéw. Poczatkowa liczba Map
wynosita od 2 do 8 log jtk/ml. W nielicznych badaniach [np. 16] zastosowano mleko
surowe naturalnie zainfekowane Map lub jako inokulum uzyto katu krow z kliniczng
postacig choroby Johnego [26]. W najwcze$niejszych badaniach nad cieptoopornoscia
Map prowadzono ogrzewanie sztucznie zanieczyszczonego mleka w probowkach lub
szklanych kapilarach [4, 13, 30]. W badaniach tych mleko poddawano pasteryzacji
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dtugotrwatej (LTLT; 63 °C/30 min) lub krétkotrwatej (HTST; 72 °C/15 s) 1 osiggano
stopien redukcji Map ponizej 2 rzedow logarytmicznych. Stabel 1 wsp. [30] stwierdzili,
ze Map przezywaly ogrzewanie mleka w probowkach w temp. 76 °C, natomiast w cza-
sie doswiadczen przeprowadzonych w pasteryzatorze laboratoryjnym zniszczenie Map
przekraczato 6 rzgdow logarytmicznych nawet podczas tagodniejszej obrobki cieplnej
mleka (65 °C/15 s).

W badaniach prowadzanych z uzyciem mleka ogrzewanego w probdéwkach, kapi-
larach lub pasteryzatorach laboratoryjnych wykazano, ze zar6wno pasteryzacja LTLT
(63 °C/30 min), jak i HTST (72 °C/15 s), powoduje redukcje liczby Map o 4 do 7 rze-
dow logarytmicznych podczas pasteryzacji dtugotrwatej [8, 29] 1 o 6 rzedoéw logaryt-
micznych — w przypadku pasteryzacji krotkotrwatej [14, 15]. Gdy mleko pasteryzowa-
no w urzadzeniach przemystowych, w temp. = 72 °C przez = 6 s, uzyskiwano
zmniejszenie liczby Map do poziomu < 1 jtk/40 ml, przy poczatkowej ich liczbie
< 5 log jtk/ml [22, 25, 26]. W innych badaniach, w podobnych warunkach doswiad-
czalnych, w niektérych préobkach mleka pasteryzowanego wykrywano zywe komorki
Map [11, 16, 23]. Z kolei Hammer i wsp. [17] stwierdzili obecno$¢ Map w probkach
mleka pasteryzowanego bez wzgledu na poczatkowa ich liczbe, temperature (68 +
90 °C) oraz czas obrobki cieplnej (18 + 60 s). Grant 1 wsp. [11] wykazali, ze zwigksze-
nie temperatury z 72 do 82 °C miato maty wplyw na stopien zniszczenia Map, a wy-
dtuzenie czasu obrobki cieplnej z 15 do 60 s nie miato Zadnego wptywu na stopien ich
zniszczenia. Grant i wsp. [15] podaja, ze przy liczbie ponad 100 jtk Map w 1 ml mleka
drobnoustroje te przezywajg pasteryzacje HTST (72 °C/15 s). W wielu badaniach wy-
kazano, ze obrobka cieplna mleka w temp. 65 + 70 °C stosowana czasami podczas
produkcji serow (tzw. subpasteryzacja lub termizacja) nie jest wystarczajaca do catko-
witego zniszczenia Map (8, 23, 25, 26, 29].

Trudno$ci w interpretacji wynikéw badan dotyczacych cieptoopornosci Map wy-
nikajg z faktu, ze wprowadzanie do surowego mleka inokulum komorek wybranego
szczepu Map nie oddaje w pelni warunkow przypadkowego, naturalnego zanieczysz-
czenia mleka tymi drobnoustrojami. Szczepy laboratoryjne moga wykazywaé si¢
mniejszg lub wiekszg opornoscig na ogrzewanie, a takze nie wystepowaé w skupi-
skach, a to uwaza si¢ za istotny czynnik cieptoopornosci tych drobnoustrojow.

Pearce 1 wsp. [25] zastosowali pasteryzator laboratoryjny, zapewniajacy burzliwy
przeptyw mleka, co miato symulowa¢ warunki panujace w przemystowym ptytowym
wymienniku ciepta. Do mleka surowego wprowadzili takg ilo$¢ inokulum, aby liczba
Map wynosita 10° + 10* jtk/ml. Mleko poddawali ogrzewaniu przez 15 s w temperatu-
rze [°C]: 72, 69, 66 lub 63. Zaden z badanych szczepdéw Map nie przetrwal ogrzewania
w temp. 72 °C, a tylko jeden — w temp. 69 °C. Osiagni¢to redukcje liczby bakterii o 7
rzedow logarytmicznych. Podobne wyniki uzyskali McDonald i wsp. [23] oraz Stabel
i Lambertz [29]. Ci ostatni autorzy [29] stwierdzili redukcje¢ liczby Map w mleku
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ogrzewanym w laboratoryjnym pasteryzatorze HTST (71,7 °C/15 s) na poziomie $red-
nio 5 log przy liczbie w mleku surowym — 10° jtk/ml i 7,7 log przy liczbie — 10® jtk/ml.
W mleku pasteryzowanym w minimalnych warunkach HTST Map. mogg wigc przezy¢
w niewielkiej liczbie.

Doswiadczenia z zastosowaniem pasteryzatora przemystowego pracujacego
w burzliwym przeptywie cieczy, ale z mlekiem naturalnie zanieczyszczonym komor-
kami Map, przeprowadzili Grant i wsp. [16]. Czeg$¢ probek mleka poddanych pastery-
zacji w temp. 72 °C przez 15 lub 25 s zawierata Map. Badacze podkreslaja, ze wptyw
na otrzymane wyniki mogto mie¢ przetrzymanie prébek mleka po pasteryzacji przez
24 + 72 h, a przed wykonaniem oznaczen liczby Map, co mogto spowodowac regene-
racj¢ komorek, ktore ulegty subletalnemu uszkodzeniu w czasie obrobki cieplne;j.

Warto$ci D (czas 10-krotnej redukcji liczby bakterii w danej temperaturze) wyli-
czane na podstawie badan nad termiczng inaktywacja Map w mleku podawane w roz-
nych publikacjach znacznie r6znig si¢ miedzy sobg. Wartos¢ Dg; o« zawiesiny komorek
wystepujacych w skupiskach wahata si¢ od 2,7 do 2,9 min, a komoérek poddanych do-
ktadnemu rozbiciu 1 wystepujacych pojedynczo — od 1,6 do 2,5 min [20]. Wyraznie
nizsze wartosci D otrzymali Foddai i wsp. [7] (Ds; «c — 81,8 s). Rozbieznosci pojawiaja
si¢ nawet w badaniach nad tymi samymi szczepami. Przyktadowo, dla szczepu Map
ATCC 19698 Lynch i wsp. [22] podajg warto$¢ Dgsc rowna 20 s, Pearce 1 wsp. [25] —
Dg¢s «c — 5 s, natomiast Foddai i wsp. [7] przy znacznie wyzszej temp. 68 °C — 10,1 s.
Wartosci D w temp. 72 °C, obliczone jako $rednie dla 4 szczepow Map, wynosity 4,4 +
1,1 s [7]. Z kolei dla szczepu Map wyizolowanego ze zrddet klinicznych warto$¢ D7 oc
wynosita 11,7 s [31], a obliczona dla kilku szczepow przez Pearce’a 1 wsp. [25] D7 oc —
2,03 s.

Srednia warto$¢ z (zmiana temperatury konieczna do 10-krotnej zmiany wartosci
D) mleka obliczona przez Foddaiego i wsp. [7] wynosita 6,9 °C. Podobng warto$¢
(7,11 °C) podajg Sung i Collins [31], co potwierdza, ze bakteric Map sg bardziej cie-
ptooporne niz bakterie M. bovis, ktorych srednia warto$¢ z w mleku wynosi 5,0 °C.

Hipotezy cieploopornosci Map

Istnieje kilka hipotez dotyczacych opornosci cieplnej Map w mleku, m.in. two-
rzenie skupisk komorek, adaptacja fizjologiczna prowadzaca do nabycia cieptooporno-
Sci oraz fizykochemiczne zmiany we wnetrzu komorki [1]. Bakterie Map maja natural-
ng tendencj¢ do tworzenia skupisk dzigki hydrofobowos$ci ich $ciany komorkowe;.
Stwierdzono, ze komorki, ktére przetrwaly obrobke cieplng wystgpowaly wiasnie
w formie niewielkich skupisk [17]. Wykazano takze, ze po mechanicznym wymiesza-
niu probki mleka (umieszczonej w probdwcee ze szklanymi peretkami) w urzadzeniu
Vortex, sztucznie zanieczyszczonego Map, komoérki byty 2-krotnie bardziej wrazliwe
na pasteryzacj¢ w warunkach 63°C/30 min niz w probce niepoddawanej takiej obrobce
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[27]. Z drugiej strony, czas konieczny do przeniknigcia ciepta do wnetrza skupiska
komorek wynosi jedynie kilka setnych sekundy [S5]. Liczba komorek tworzacych sku-
piska pochodzace z katu nie byta duza, ale znacznie wigksze, wielowarstwowe skupi-
ska Map tworzg w zawiesinach wodnych [18], jakie wykorzystuje si¢ do badan nad
inaktywacjg cieplng drobnoustrojow. Tworzenie skupisk moze nie by¢ wigc jedyng
przyczyng opornosci cieplnej tych drobnoustrojow. Gould 1 wsp. [10] odrzucajg hipo-
teze o adaptacji Map do stresu cieplnego. Wykazana przez Hammera i wsp. [17] prze-
zywalno$¢ Map w temp. 90 °C wigzalaby si¢ z ponad 1000-krotnym wzrostem ciepto-
opornosci, co jest malo prawdopodobne. Zaden z mechanizméw odpowiedzi na stres
cieplny wykazany u innych gatunkow bakterii nie powodowal tak znacznego wzrostu
ich opornosci. Inny mechanizm opornosci cieplnej Map moze by¢ zwigzany z obecno-
$cig w mleku kuleczek ttuszczowych, w ktorych wnetrzu bakterie znajdujg srodowisko
0 zmniejszonej zawartosci wody, co zwigksza ich oporno$¢ na ciepto [1].

Obserwowana, nieliniowa zalezno$¢ inaktywacji cieplnej Map, zjawisko wcze-
$niej przypisywane tworzeniu skupisk, jest rowniez charakterystyczna dla komorek
wystepujacych pojedynczo, a nie w skupiskach. W starszych kulturach Mycobacterium
marinum 1 M. bovis BCG stwierdzono wystgpowanie przetrwalnikow, a jednoczesnie —
podobnych w przebiegu krzywych inaktywacji cieplnej w czasie ogrzewania w temp.
65 °C/15 min, jakie obserwuje si¢ w przypadku Map [9]. Hipoteza, ze Map w warun-
kach niesprzyjajacych (np. przy wydluzonej hodowli) mogg tworzy¢ przetrwalniki,
wymaga potwierdzenia dodatkowymi badaniami.

Wplyw innych proceséw wstepnej obrobki mleka na cieploopornosé Map

Procesy oczyszczania, homogenizacji, normalizacji mleka czy ewentualnej mikro-
filtracji moga wptywac na liczbe Map w mleku pasteryzowanym. Dzigki potaczeniu
wirowania mleka i jego mikrofiltracji usuwa si¢ od 95 do 99,9 % komorek Map [12].
Skuteczniejsze pod wzgledem zniszczenia Map jest prowadzenie procesu homogeniza-
cji mleka przed pasteryzacjg niz po pasteryzacji [23]. Korzystny wptyw homogenizacji
mleka (17 MPa) przed obrobka cieplna na zniszczenie Map wykazali takze Grant
i wsp. [11]. Natomiast Rademaker i wsp. [26] nie stwierdzili wptywu homogenizacji
mleka na skutecznos$¢ pasteryzacji w stosunku do Map.

Podsumowanie

Wyniki badan nad cieplng inaktywacja Map nie sg jednoznaczne. Nadal nie moz-
na poda¢ przyczyny wystepowania tych drobnoustrojow w produktach rynkowych,
gdyz nie ma pewnosci, czy Map przezywaja proces pasteryzacji mleka, czy mogg by¢
wynikiem wtornego zanieczyszczenia produktu. Na podstawie danych empirycznych
stworzono matematyczny model opisujacy prawdopodobienstwo wystepowania Map
w pasteryzowanym mleku rynkowym. Zgodnie z nim dobra praktyka higieny doju
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w potaczeniu z prawidlowo przeprowadzong przemyslowa pasteryzacjag mleka
(72 °C/15 s) skutkuje bardzo niskim prawdopodobienstwem obecnosci zywych komo-
rek Map w produkcie. Wedlug innych badan prawdopodobienstwo wykrycia Map
w probce 50 ml mleka pasteryzowanego handlowego w krajach rozwinigtych wynosi
0,54 % (przy zalozeniu liczby Map w mleku surowym 10 jtk/ml). Przy zatozeniu, Ze
prognozy te sg prawidlowe i w mleku pasteryzowanym handlowym wystepuje bardzo
mato zywych komoérek Map, to zgodnie z wiedzg dotyczacg patogennosci tych drobno-
ustrojow nie mozna okresli¢ ich wplywu na zdrowie konsumenta. Map izolowano réw-
niez z tusz mi¢snych [24, 33] i chociaz brakuje danych literaturowych na temat wystg-
powania tych drobnoustrojéw w warzywach i owocach, to biorgc pod uwage
wystepowanie Map w Srodowisku, nalezy przyjac, ze produkty mleczne nie sa jedy-
nymi nos$nikami tych patogenow.
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THERMAL RESISTANCE OF MYCOBACTERIUM AVIUM SUBSP. PARATUBERCULOSIS
Summary

In the 1990s, first publications appeared where it was indicated that Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis (Map) was more heat resistant than M. bovis and it could survive the HTST pasteuriza-
tion of milk. Since then, there were many research studies published to confirm the presence of Map in
dairy products. It was found that live cells of those micro-organisms were present in samples of marketed
pasteurized milk and, also, in cheeses. It is not easy to study the thermal resistance of Map, because the
cultivation of Map is an arduous process, and comparing and interpreting the data contained in the refer-
ence literature is impeded for reasons attributable to differences among experimental methods applied. The
analyses performed with the use of milk heated in tubes, capillary tubes, or in laboratory pasteurizers
proved that the pasteurization at a temperature of 63 °C/30 minutes as well as HTST caused the count of
Map cells to decrease by 4 to 7 logarithmic orders. When the experiments were carried out under the
conditions of industrial pasteurization, the results obtained were divergent. There are several hypotheses
on the thermal resistance of Map in milk, among other things, the formation of clusters of bacteria, physio-
logical adaptation of bacteria that allows them to acquire heat resistance, and physical-chemical changes
inside the cells.

Key words: Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, heat processing, pasteurization, HTST
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