Med. Weter. 2013, 69 (7)

Artykut przeglagdowy

403

Review

Mykoplazmy jako czynnik wywotujacy zapalenie
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Mycoplasma as an agent of mastitis in dairy cows

Summary

Mycoplasma mastitis is one of the most pressing problems in herds of cows, especially in regions of
increased milk production. Clinical signs in infected animals are not specific and the diagnosis of its causes
should be based on laboratory testing. The classical scheme of investigation used in laboratories does not
allow for their detection and should be extended to one of their methods of detection. Increased opportunities
to detect mycoplasma are attained by proper storage of the milk samples.
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Mykoplazmy (Mycoplasma) s4 najmniejszymi, wol-
no zyjacymi organizmami na swiecie. Od innych bak-
terii odrdznia je brak zdolnos$ci do syntezy peptydo-
glikanu 1 jego prekursordéw, ktore stanowia gtowne
sktadniki budulcowe $ciany komoérkowej. Mykoplaz-
my sa zatem catkowicie pozbawione jednej z podsta-
wowych struktur morfologicznych wigkszosci Proca-
ryotae. Brak sztywnej ostony czyni je niewrazliwymi
na antybiotyki B-laktamowe, ktorych dziatanie nakie-
rowane jest na §ciang komérkowa. Drobnoustroje te
wykazuja niezwykla polimorficzno$¢, gdyz ich komor-
ki, otoczone tylko trojwarstwowa, bogata w sterole
btong cytoplazmatyczna, moga przybiera¢ ksztatt od
kulistego poprzez gruszkowaty do form wydtuzonych,
rozgalgzionych albo spiralnie skrgconych. Odrgbnosé
mykoplazm wyraza si¢ ponadto zawartoscia obu ty-
pow kwasow nukleinowych. Kolejna cecha, dowodza-
ca morfologicznej wyjatkowosci tych organizmow, jest
posiadanie przez nie najmniejszego genomu ze wszyst-
kich znanych do tej pory drobnoustrOJ Ow.

Dotychczas zidentyfikowano juz ponad 200 gatun-
kéw mykoplazm. Opracowana przez francuskich ba-
daczy krajowa sie¢ nadzoru epidemiologicznego —
VIGIMYC (VIGIlance to MY Coplasmoses of rumi-
nants) opisuje okoto 40 gatunkow mykoplazm wy-
izolowanych od bydla domowego, owiec 1 koz (8).
Drobnoustroje moga prowadzi¢ do nieptodnosci i ro-
nien. Bywaja takze przyczyna zapalen macicy, opon
moézgowych, pluc, rogowki, stawdéw oraz ucha $rod-
kowego (1, 17). Za najbardziej rozpowszechnione

patogeny wywotujace mykoplazmatyczne zapalenia
wymienia u krow — mastitis mycoplasmatica —uwazane
sa: Mycoplasma (M.) alkalescens, M. bovigenitalium,
M. californicum 1 M. canadense, za$ gatunkiem naj-
bardziej patogennym dla gruczotu mlekowego kréw jest
M. bovis (10, 14).

M. bovis zostata wyizolowana z chorego wymienia
po raz pierwszy w 1961 r. w Stanach Zjednoczonych.
Badania przeprowadzone od tego czasu dowodza, iz
mykoplazmy sa coraz czg$ciej diagnozowane jako
czynnik etiologiczny standéw zapalnych gruczotu (11,
13, 18). W Grecji opisano przypadki klinicznej postaé
mastitis u 219 krow, od ktorych z 18 probek mleka
wyizolowano M. bovis. Wskaznik zakazenia w stadzie
wyniost wowcezas 8,2% (9). Zapalenia wymienia wy-
wotane przez mykoplazmy wystepuja takze na innych
kontynentach. W Meksyku ze stada liczacego 282 kro-
wy pobrano 28 probek mleka od podejrzanych o cho-
robe zwierzat. Z materiatu biologicznego wyizolo-
wano mykoplazmy. Nastgpnie zwierzgta zakazone
mykoplazmami poddano terapii farmakologicznej, ktora
nie przyniosta oczekiwanych rezultatow. W dodatku
wlasciciel stada nie zdecydowal si¢ na podjgcie dzia-
tah majacych na celu ograniczenie rozprzestrzeniania
si¢ patogenu. W wyniku zaniechan musiat ostatecznie
wybrakowaé¢ 177 sztuk bydta (12). Wedtug danych
szacunkowych Departamentu Rolnictwa Stanow Zjed-
noczonych, zakazenie mykoplazmami w USA doty-
czy 7,9% stad. Podstawa oceny wystepowania masti-
tis mycoplasmatica byty wyniki badan probek mleka
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zbiorczego pobranego z 871 stad bydta mlecznego.
Najwigkszy odsetek stad zakazonych mykoplazmami
(9,4%) stwierdzono w regionach zachodnich Stanéw
Zjednoczonych (14, 16). Roczne straty ekonomiczne
spowodowane przez mastitis mycoplasmatica zostaty
oszacowane w USA na ponad 100 milionéw dolaréw
(13, 18, 25).

Mykoplazmy nie naleza do bezwzglednych pato-
gendw, sa drobnoustrojami warunkowo chorobotwor-
czymi. Powszechnie wystepuja na btonach §luzowych
uktadu oddechowego i moczowo-plciowego u zdro-
wych kréow oraz na skérze brodawek sutkowych (3).
Pod wptywem usposabiajacych czynnikdw, takich jak:
nieodpowiednie warunki zoohigieniczne, nadmierne
zageszczenie zwierzat, btedy zywieniowe, wykazujq
dziatanie chorobotwdrcze. Za czynniki sprzyJance
zachorowaniu i szerzeniu mykoplazmoz wymienia
uwaza si¢ wprowadzenie zakazonych sztuk do stada,
kontakt personelu z zakazonymi zwierzgtami, naraze-
nie krow na sytuacje stresowe, nieprawidlowosci w po-
zyskiwaniu mleka zwiazane gtéwnie z niedostateczna
higiena doju (17, 25). Rekawice dojarzy, gumy strzy-
kowe oraz powierzchnie innego sprz¢tu do dojenia
sa bardzo cz¢stymi wektorami rozprzestrzeniania si¢
choroby w stadzie (14, 25).

Najczestsza droga zakazenia gruczotu mlekowego
mykoplazmami jest droga poprzez kanat strzykowy.
Eksperymentalne zakazenie ¢wiartki wymienia dawka
70 jtk mykoplazm wywotato mastitis (14). W okresie
inkubacji choroby liczba komoérek mykoplazm wyda-
lanych w mlekiem moze osiaga¢ warto$¢ 10° jtk/ml.
Maksymalna koncentracja mykoplazm w mleku cho-
rych krow wyniosta do 108 jtk/ml (25). Droga lakto-
genna nie jest jedyna droga zakazenia. Zostato dowie-
dzione, ze mykoplazmy przenoszone sa przez krew.
Znane sa przypadki zasiedlania gruczotu mlekowego
drobnoustrojami pochodzqcymi z innych, wezesniej
zainfekowanych organdéw chorego zw1erzqc1a (14).
Do zakazenia tymi patogenami moze doj$¢ rowniez
droga kontaktu ptciowego lub w trakcie sztucznego
unasienniania (25). Mozliwe jest tez pionowe prze-
noszenie zarazka podczas porodu, przez wydzieling
z pochwy lub podczas ssania zanieczyszczonej siary
lub mleka (17).

Do zakazenia moze doj$¢ w kazdym wieku, a objawy
kliniczne zapalenia wymlenla moga wystapi¢ przed
osiagnigciem przez zwierz¢ dojrzatosci ptciowej. Opi-
sano przypadek siedmiotygodniowego cielecia, u kto-
rego zaobserwowano obrzek, zaczerwienienie i boles-
nos¢ brodawki sutkowej. Z wydzieliny chorej ¢wiartki
wymienia wyizolowano M. bovigenitalium (22). Porow-
nanie danych pi$miennictwa wskazuje, ze przypadki
mastitis mycoplasmatica clinica u zwierzat, ktore nie
osiagnely dojrzatosci plciowej, zdarzaja si¢ znacznie
rzadziej niz u krow bedacych w cyklu produkcyjnym.
Do zakazenia dochodzi zardwno w czasie laktacji, jak
1 zasuszenia (17). Przebieg choroby bywa rdzny, po-
czawszy od tagodnych az do cigzkich przypadkow.
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Mykoplazmoz¢ gruczotu mlekowego cechuje dos¢
nagle wystapienie jej w stadzie. Chora ¢wiartka wy-
mienia jest zazwyczaj obrzgkta, stwardniata i nieboles-
na (20). Spadek mleczno$ci zaznacza si¢ w wigkszych
¢wiartkach wymienia, a mozliwe jest nawet szybkie
obnizenie produkcji mleka do kilku mililitrow (27).
Wydzielina gruczotu mlekowego moze przyjaé bra-
zowy kolor oraz konsystencje od wodnisto-ropne;j
do ropnej (17, 25). Poczatkowo zajgta zostaje jedna
¢wiartka, a po kilku dniach pozostate (7, 9, 27).

Opisano proby leczenia stanéw zapalnych wymion
wywotanych przez mykoplazmy. Najlepsze rezultaty
daly fluorochinolony, ktorych mechanizm dziatania
polega na zaburzeniu syntezy DNA w jadrze komor-
kowym drobnoustrojow. Badania przeprowadzone in
vitro wykazaty niska oporno$¢ mykoplazm na dono-
floksacyng, enrofloksacyng, marbofloksacyng (26).
Rownoczesnie z leczeniem chorych sztuk wazne jest
wprowadzenie w stadzie postgpowania nie dopuszcza-
jacego do rozprzestrzeniania si¢ choroby. Powinno ono
uwzgledniaé izolacjg kréw zakazonych, dojenie ich na
koncu, regularna dezynfekcje stanowisk, korytarzy,
zlewni, urzadzen udojowych 1 wymion. Oprocz wpro-
wadzenla sc1s%ych rygorow higienicznych nalezy tak-
ze ograniczy¢ przemieszczanie zwierzat (3, 19). Bar-
dzo wazne w profilaktyce zakazen jest postgpowanie
z mlekiem pozyskanym od zakazonych matek. Siara
1 mleko powinno zosta¢ poddane obrobce termiczne;j
przed skarmianiem cielat. Stwierdzono, Ze ogrzanie
mleka przez 2 minuty w temperaturze 65°C zabija
M. bovis 1 M. californicum. Bardziej oporna na dzia-
tanie wysokich temperatur jest M. canadense (6).

Zastosowanie chemioterapeutykow oraz wdrozenie
dziatan prewencyjnych po wystapieniu mastitis myco-
plasmatica w stadzie nie zawsze przynosza oczekiwane
rezultaty, poniewaz osiagnigcie wydajnosci mlecznej
poréwnywalnej do poziomu wystepujacego przed
mykoplazmoza wymienia moze okazac si¢ niemozli-
we. Nalezy pamictac, ze ozdrowiate krowy sa w dal-
szym ciagu zrédlem zanieczyszczenia Srodowiska
mykoplazmami. Odnotowano przypadki rozsiewania
M. bovis przez wiele lat (17). Najskuteczniejszym
postgpowaniem zapobiegajacym rozprzestrzenianiu
w stadzie mykoplazm jest brakowanie zakazonych
zwierzat (14).

Opisane objawy kliniczne zapalenia wymienia nie sa
charakterystyczne wylacznie dla mykoplazm. W celu
prawidtowego rozpoznania choroby niezbgdna jest
jednoczesna diagnostyka laboratoryjna. Moze ona
wykorzystywa¢ rozne metody: badania hodowlane,
serologiczne oraz techniki biologii molekularnej. Ze
wzgledu na to, Zze mykoplazmy nie wykazuja wzrostu
na podlozach uzywanych w standardowej procedurze
1zolac31 patogenow z probek mleka, czgstosé wyste-
powania Mycoplasma species W wielu krajach jest nie-
znana. Ogolnie szacuje sig, ze czynniki etiologiczne
klinicznych i podklinicznych postaci zapalenia wy-
mienia krow nie sa diagnozowane w ponad 30% przy-
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padkow choroby (24). Dlatego uzasadnione w okres-
leniu skali problemu byloby poszerzenie dotychczas
stosowanego schematu badania hodowlanego o pro-
cedurg hodowli mykoplazm dla identyfikacji czynni-
ka etiologicznego zapalenia wymienia. Niedocenione
jest tez postqpowame przy pobieraniu probek mleka
do badan, poniewaz dluzsze ich przechowywanie
w temperaturach chtodzenia i mrozenia obniza poczat-
kowa liczebno$¢ mykoplazm. Zapobiec temu zjawi-
sku moze dodatek glicerolu do probek mleka, w sto-
sunku 1 : 9 lub 3 : 7, ktory poprawi przezywalnosé
mykoplazm (4).

Do badan hodowlanych moga by¢ wykorzystane
probki mleka wymieniowego lub oborowego. Znane
dotychczas schematy izolacji mykoplazm réznia si¢
doborem podtozy oraz warunkami inkubacji (6, 20,
23). Brak jest standardowej procedury wykorzystywa-
nej w tych badaniach. Najczegsciej do hodowli i izola-
cji tych drobnoustrojow wykorzystywane jest podloze
Hayﬂlcka (9 10, 19). Rlchardlwsp (21) zalecaja, aby
réwnoczesnie wykonac dwa posiewy — na zmodyfi-
kowany agar Hayflicka 100 pl materiatu, a na wzbo-
gacony bulion Hayflicka 2 ml. Podloze stale nalezy
inkubowac przez 10 dni, a plynne przez 2 dni w tem-
peraturze 37°C w atmosferze 10% CO,. Nastgpnie
hodowlg bulionowg przesia¢ na zmodyfikowany agar
Hayflicka w celu wstepnej izolacji mykoplazm. Ce-
chy fenotypowe bakterii z rodzaju Mycoplasma na
agarze Hayflicka sa charakterystyczne i kolonie wy-
gladem przypominaja sadzone jajo (13, 14).

Uzyskanie informacji na temat gatunku mykoplazm
wymaga okreslenia cech metabolicznych. Do tego celu
stuza testy: fermentacji glukozy, hydrolizy argininy
1 mocznika (25).

Testem wykazujaca wigksza specyficznos¢ niz ba-
danie biochemiczne w identyfikacji gatunku myko-
plazm jest immunofluorescencja posrednla POJedyncze
kolonie wycigte z agaru inkubuje si¢ z surowicami
zwierzat i przeciwciatami oznakowanymi fluoresce-
ina. Wyniki tej reakcji obserwuje si¢ przy pomocy
mikroskopu fluorescencyjnego (23).

W wykrywamu obecnosci przeciwciat w probkach
mleka najczesciej wykorzystywana metoda jest immu-
noenzymatyczny test Elisa. Nalezy jednak pamigtac,
ze obecno$¢ przeciwciat w probkach mleka nie musi
swiadczy¢ o mastitis mycoplasmatica. Przeciwciata
moga wystepowac przy stanach zapalnych toczacych
si¢ w rdznych czesciach organizmu, dlatego jedynie
dodatnie wyniki testow Elisa, ktérym towarzysza ob-
jawy kliniczne mykoplazmatycznego zapalenia wymie-
nia, stanowia podstawe¢ do rozpoznania schorzenia.

Wielu autorow podkresla wyzszos$¢ technik biolo-
gii molekularnej nad badaniami hodowlanymi czy sero-
logicznymi (17, 24). Lancuchowa reakcja polimerazy
(PCR) znalazta zastosowanie do wykrywania myko-
plazm w materiale biologicznym. Dzigki zastosowa-
niu real-time PCR mozliwe jest wykrycie w mleku
bardzo malej liczby bakterii — 10-30 jtk/ml (5). Meto-
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da ta wydaje si¢ szczeg6lnie przydatna przy wykaza-
niu obecnosci mykoplazm w mleku zbiorczym, w kto-
rym koncentracja tych drobnoustrojéw jest znacznie
mniejsza niz w mleku wymieniowym. Technika PCR
pozwala takze na identyfikacjg blisko spokrewnionych
M. bovis 1 M. agalactiae (2). Kolejna zaleta badan
molekularnych jest mozliwo$¢ wykorzystania zamro-
zonych probek mleka i przechowywania ich przez dhuz-
szy czas. Mimo ze przechowywanie probek w ujem-
nych temperaturach znacznie zmniejsza zywotnosé
mykoplazm, material genetyczny jest nadal obecny
w probce.

Wystepowanie wsrdd krow zapalen wymienia wy-
wotanych przez mykoplazmy jest coraz czestsze (11,
20). W niektorych krajach skala problemu zostata juz
rozpoznana (8). W Polsce brak jest wynikéw badan
okreslajacych czestotliwos¢ wystgpowania przypad-
kow mykoplazmatycznego zapalenia wymienia. Wnik-
liwe zapoznanie si¢ z wlasciwosciami drobnoustroju
1 prawidlowo przeprowadzana diagnostyka w stadach
w kierunku wystgpowania tych bakterii w mleku po-
zwolilyby w przysztosci na ograniczenie wystgpowa-
nia zakazen tym patogenem i zmniejszenia strat eko-
nomicznych z tego tytutu.
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