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Mykoplazmy w nasieniu buhajow
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Znaczenie i role patogenna drobnoustrojéw
z rodzaju Mycoplasma odkryto duzo wczes-
niej w medycynie weterynaryjnej anizeli w
medycynie ludzkiej (5).

Szczepy zwierzece izolowano prawie od
wszystkich zwierzat domowych i laboratoryj-
nych, a wsrdd nich wiele szczepow patogen-
nych. U przezuwaczy wg systematyki Bergey’a
(11), wystepuja 3 gatunki mykoplazm: M. my-
coides var. mycoides i wvar. capri, M. agala-
ctice i M. bovigenitalium. Rola chorobotworcza
dwéch pierwszych jest bezsporna; M. mycoi-
des najwcze$niej izolowany szczep bydlecy z
przypadkéw pleuropneumonii wywolywat groz-
ne epizootie szerzace sie na wszystkich konty-
nentach §wiata, zwlaszcza w krajach o rozwi-
nietej hodowli bydta. Morfologie i cykl rozwo-
jowy tego drobnoustroju opisal Nowak (14).
M. agalactice wywoluje mastitis i zwigzang z
nim zakazna bezmlecznosé kdoz i owiec, za$ u
ok. 20% zwierzat zakazonych w warunkach do-
swiadczalnych rowniez arthritis. Ostatnio wy-
kryto odmiane tego gatunku wystepujaca u
bydla i wywotujgcg mastitis u krow, a Hale
i wsp. (12) w 1962 r. zaproponowali nazwe
M. agalactiae var. bowvis.

Poglad na role chorobotworezg trzeciego
gatunku M. bovigenitalium zmienial sie w cig-
gu ostatnich lat i znaczenie wystepowania my-
koplazm w drogach rodnych bydla jest nadal
sprawg otwartg. Kiedy po raz pierwszy izolo-
wano ten drobonustréj z drég rodnych krow
podejrzewano, ze moze on byé przyczyna bez-
plodnosci bydla (6, 8), jednakze pdzniejsze ba-
dania nie potwierdzily tego pogladu (2, 7). W
latach sze$édziesiatych ukazaly sie doniesie-
nia o izolacji M. bovigenitalium z przypad-
kéw naturalnych zakazen u bydia. I tak Stu-
art i wsp. (16) w 1963 r. izolowali ten drobno-
ustrdj z przypadkéw mastitis, a Afshar (1) wia-
zal obecno$é szeczepu M. bowigenitalium z ob-
serwowanym przez niego ovulvovaeginitis u
bydla. W zwiazku ze stosowaniem na coraz
szersza skale sztucznego unasieniania bydla
zwlaszcza w warunkach dlugotrwalego prze-
chowywania nasienia w stanie zamrozonym,
nowego znaczenia nabiera sprawa kontroli ja-
fowosci nasienia, w tym réwniez kontrola na
obecnos¢ mykoplazm.

Material i metody

W okresie od stycznia 1968 r. do lutego 1969 r.
przebadano 141 prébek nasienia pochodzgcego od 115
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buhajéw z 4 Panstwowych Zakladéw Unasieniania
Zwierzat (PZUZ)*. Prébki nasienia pobierano do
jalowych prébéwek i przechowywano w plynnym
azocie do momentu ich badania.

Podtoza

Do izolacji mykoplazm stosowano PPLO-Agar
(Difco), oraz podioze bulionowe, przygotowywane z
Beef Heart for Infusion (Difco). Podioza wzbogaca-
no surdwicg kohskg (20%), oraz wyciggiem drozdzo-
wym (10%) (Fleischmann Active Dry Yeast) przygo-
towywanym wg instrukeji Armstronga (3). Do bulio-
nu dodawano ponadto 0,5% glikozy i 0,002% czerwie-
ni fenolowej, pIH ustalano ma 7,0, 7,4 wzglednie 7,6.
Przy posiewie materialu wyjsciowego dodawano réw-
niez dla zahsmowania wzrostu innych drobnoustrojéw
500 j/ml penicyliny oraz octan talu w stezeniu konf-
cowym 1:2000.

Technika izolacji

Badane materialy posiewano bezposrednio na pod-
loza stale oraz bulion i hodowano w 37°C. Hodowle
bulionowe przesiewano na podloza agarowe po 2, 3
lub 4 dniach inkubacji. Ponadto w jednej partii bada-
nego nasienia (35 prébek z zakladu B) wykonano do-
datkowo pasaz 4 dniowej hodowli bulionowej na
$wieze podloze bulionowe, a nastepnie po 3 dniach
inkubacji hodowle te posiewano na plytki agarowe.
Wszystkie plytki agarowe zakazone albo bezposred-
nio badanym materialem albo hodowls bulionows by-
ly hodowane w warunkach tlenowych, niektére z
nich (prébki z zakladu C-29 materialéw) takze w Sro-
dowisku 10% CO. Plyiki zakazone obserwowano w
ciggu 3 tygodni pcd malym powiekszeniem mikros-
kopu. Izolowane szczepy pasazowano trzykrotnie me-
toda bloczkéw agarowych oraz w podlozach buliono-
wych. Hodowle ptynne oraz bloczki agarowe przecho-
wywano do dalszego badania w:temp. ok. —20° i w
plynnym azocie.

W jednym z zakladdw (B) nasienie pobierano od
tych samych buhajéw 2 lub 3 krotnie w réinych od-
stepach czasu, w celu stwierdzenia utrzymywania sie
mykoplazm w nasieniu.

Badanie biochemiczne szczepow

Izolowane szczepy mykoplazm, ktére utrzymywaty
sie w dalszych kolejnych pasazach zbadano w kie-
runku zdolnoSci fermentowania cukréow, rozkladu
mocznika i argininy (17) oraz wytwarzania hemo-
lizyn (15).

Wzrost w obecno$ci
surowicy konskiej.

Wymagania odzywecze izolowanych szczepdw w sto-
sunku do surowicy zawartej w podiozu badano posie-
wajac hodowle na podloza o réenych stezeniach suro-
wicy konskiej, a mianowicie 5, 10 i 15% oraz na pod-
toza agarowe bez surowicy.

réznych stezen

Test zahamowania wzrostu

Izolowane szczepy zbadano w odczynie zahamowa-
nia wzrostu uzywajac surowic odpornoS$ciowych dla
szczepu M. bovigenitalium i M. laidlawii B oraz szcze-

* Zaklady oznaczono umownie A, B, C i D.
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pu T-11. Surowice odporno$ciowa dla szczepu T-11
uzyskano poprzednio w Instytucie Wistar w Filadel-
fii (18). Test wykonano na plytkach agarowych stosu-
jac metode opisang przez Clyde’a (4).

Analiza cielnodci krow

Dla okreé$lenia ewentualnego wplywu obecnosci my-
koplazm w nasieniu buhajéw na plodno$é insemi-
nowanych kréw przeprowadzono analize ,niepowta-
rzalno$ci” (N. R. — non returne — test) w 60—90
dni po pierwszym unasienianiu. Obserwacje prowa-
dzono w oparciu o dane uzyskane z PZUZ w okresie
6 miesiecy. Czas obserwacji obejmowal okres 2 mie-
siecy przed pobraniem nasienia do badania, oraz 4
miesiace po stwierdzeniu obecnosci mykoplazm w
nasieniu. Analiza dotyczyla zaréwno buhajow, kto-
rych nasienie badano w kierunku obecnosci myko-
plazm, jak i pozcstalych (kontrole).

Wyniki
Wynik obserwacji nad wystepowaniem my-

koplazm w nasieniu buhajéw hodowlanych w
4 PZUZ przedstawiano w tab. 1.

Tab. 1
| .
. Liczba
b;g;flbih Liczba buhaiéw
PZUZ r(’)bZk badanych | od ktérych
ngsienia buhajow izolowano
mykoplazmy
A 40 | 40 5
B 64%) | 38 18
C 29 29 2
B L8 g £ ;
Razem | 141 115 31

*) Z 64 probek nasienia (badanie kilkakrotne tych samych
buhajéw) w 26 prébkach stwierdzono obecno$é mykoplazm.

Ogotem zbadano 141 probek nasienia pocho-
dzgcego od 115 buhajéw. Obecnos¢ mykoplazm
stwierdzono w nasieniu 31 buhajow (26,9%).

W zakladzie A, C i D nasienie do badania po-
brano jednorazowo, natomiast w zakladzie B
kilkanascie buhajéw przebadano 2 i 3-krotnie.
Nasienie pobierano tam w odstepach 8 i 11
miesiecy i stwierdzono, ze w tym okresie
czasu mykoplazmy utrzymywaly sie u nie-
ktérych buhajow. Spoéréd 4 buhajéw bada-
nych trzykrotnie u jednego (nr 637) myko-
plazmy izolowano za kazdym razem, u dwoéch
(542 i 632) szczepy izolowano dwukrotnie po
11 miesigcach, natomiast u jednego buhaja
(nr 544) izolowano mykoplazmy tylko jedno-
razowo. Sposrod 11 zwierzgt badanych dwu-
krotnie w odstepie 8 miesiecy uzyskano do-
datnie izolacje u 2 buhajéw (nr 507 i nr 534),
natomiast u pozostalych izolowano szczepy
tylko jednorazowo. W tym samym czasie kon-
trolowano réwniez 4 buhaje, u ktérych w
pierwszym badaniu nie stwierdzono w nasie-
niu mykoplazm. Dwa z nich (ar 530 i nr 555)
zbadano trzykrotnie, a 2 sztuki (nr 503 i nr
520) dwukrotnie i u zadnego nie stwierdzono
obecnosci tych drobnoustrojow.

Wyniki czestosci izolacji mykoplazm na
pozllgiazch plynnych i stalych przedstawiono
w tab. 2.
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Tab. 2. Czestos$é izolacji szczepow na podiozu
agarowym i bulionie
| o Izolacje_ﬂodatnie |
Liczba | tylko na pod}. tylko
badanych | na podt. | agar. oraz | w hod. Razem
buhajow | agaro- w hod. bu- bulio-
| wym lionowej nowej
115 | 21 l 8 | 2 | 31

Analizujge czestosé izolacji mykoplazm na
podlozach agarowych zakazonych bezposred-
nio nasieniem oraz zakazonych hodowla bulio-
nows stwierdzono, ze zdecydowanie wigcej
wynikoéw dodatnich (29 z 31) uzyskano na
pytkach agarowych zakazonych bezposrednio
nasieniem. Wsréd tych szczepéw tylko 8 roslo
takze na plytkach zakazonych hodowlg bulio-
nowa. Pasazujgc probki nasienia w podtozu
bulionowym uzyskano natomiast wzrost 2
szczepOw, ktére nie rosty na plytkach agaro-
wych zakazonych bezpo$rednio nasieniem.
Hodowanie zakazonych plytek w atmosferze
10% CO, oraz $lepy pasaz hodowli bulionowej
na $wieze podloze plynne nie zwiekszylo czes-
tosci dodatnich wynikéw. Pojawienie sie ko-
lonii na plytkach agarowych obserwowano po
3—7 dniach inkubacji, kilka szczepoéw rosto
wolniej tj. 10—14 dni. Na plytkach agaro-
wych zakazonych bezpo$rednio badanym na-
sieniem rzadko obserwowano duza liczbe ko-
lonii. Zwykle izolowano jedna lub kilka ko-
lonii a tylko w nielicznych przypadkach
wzrost byl obfity.

Sposrod szezepdw izolowanych od réznych
buhajow 26 utrzymano w ciaglych pasazach.
Przed okre$leniem ich niektérych wtasnosei
biochemicznych szczepy te byly dwukrotnie
klonowane.

Wiasnosci biochemiczne. Sposréd
badanych szczepéw zaden nie rozkladal argi-
niny ani mocznika. Jeden szczep nr 539 fer-
mentowal glikoze i maltoze, pozostale nato-
miast nie zmienialy Iub stabo zakwaszaly
podioze z glikoza. Szczepy laboratoryjne *)
uzyte do kontroli tych préb biochemicznych
dawaly reakcje dodatnie: M. loidlawii A i M.
laidlawii B fermentowaly glikoze i maltoze,
M. hominis rozkladal arginine a szczep T-60
— mocznik. Wszystkie izolowane szezepy wy-
wolywaly wyrazng hemolize krwinek $winki
morskiej oraz nieco stabsza hemolize krwinek
kroliczych i baranich. Zbyt duze zageszczenie
kolonii mykoplazm na plytkach agarowych
pokrytych warstwa agaru z krwinkami powo-
dowalo zahamowanie wystapienia hemolizy a
optymalne inoculum uzyskano rozcienczajac
48-godz. hodowle bulionowe 10—* lub 10—5.
Wszystkie badane szczepy rosly nawet przy
najnizszym stezeniu surowicy w podlozu, jed-

*) Szczepy laboratoryine M. bovigenitalium oraz M. lai-
dlawii uzyskano dzieki uprzejmosci dr Freundta z Danii,

szezep M. hominis od dr Hayflicka z Filadelfii, szczep T-60
od dr Porg¢bskie] z Krakowa.
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nakze morfologia kolonii ulegala wyraZnym
zmianom przy stezeniu 5% w poréwnaniu z
hodowlg na podlozu standardowym. Tylko je-
den szczep nr 539 rost takze na podlozu bez
surowicy.

Badaniaserologiczne izolowanych
szczepOdw przeprowadzono w odczynie zahamo-
wania wzrostu z surowicami odpornosciowymi
dla szczepéw: M. bovigenitalium, M. laidlawii
B oraz szczepu T-11 pokrewnego do M. hyor-
hinis. Stwierdzono zahamowanie wzrostu
szczepu nr 539 z surowicg odpornoiciows dla
M. laidlawii B. Pozostale szczepy nie wykazy-
waly reakeji dodatniej z wymienionymi powy-
zej surowicami.

Na podstawie analizy cielno$ci kréw inse-
minowanych nasieniem buhajow, w ktéorym
stwierdzono obecno$é mykoplazm, wykazano,
ze w badanym okresie nie nastgpilo obniZzenie
plodnosci u obserwowanych sztuk. Procent
kréw nie powtarzajacych po pierwszym una-
sienianiu (60—90 dni) nie odbiegal od war-
todci uznawanych za normalne.

Dyskusja

Przedmiotem badan (9, 10, 13), bylo wyste-
powanie mykoplazm w drogach rodnych bydtla,
jednakze rola ich w schorzeniach tego uktadu
oraz wplyw na bezplodnosé kréw nadal jest
sprawa otwartg. Stwierdzenie obecnosci myko-
plazm w nasieniu buhajow w tak wysokim od-
setku moze mieé =znaczenie, zwlaszcza w
zwiazku ze stosowaniem sztucznej inseminacji.
Uzycie bowiem niepelnowartosciowego nasienia
pochodzgcego nawet od jednego buhaja w tych
warunkach zaptadniania moze wywotaé¢ masowe
zakazenie zacielonych krow i w nastepstwie
dalsze tego epizootiologiczne konsekwencje.
Czestos¢ izolowania mykoplazm od buhajow w
poszczegélnych zakladach byla roézna. Doboér
badanych buhajow w zakladzie A, B i C byl
dowolny. Odsetek buhajow u ktérych w na-
sieniu stwierdzono obecno$¢ mykoplazm wy-
nosit odpowiednio 12,5%, 47,3% i 6,8%. Bardzo
wysoka liczba buhajéw zakazonych mykoplaz-
mami w zakladzie D (6 sposréd 8 badanych)
wynikaé¢ moze z faktu, ze sztuki z tego osrod-
ka byly specjalnie wybrane do badania i po-
przednio wykazano u nich zmiany w nasie-
niu (slaba ruchliwo$é¢ plemnikéw), oraz obja-
wy kliniczne w postaci stanéw zapalnych jg-
der i najadrzy. Na uwage zasluguje fakt wie-
lokrotnego izolowania mykoplazm od niekt6-
rych buhajow w ciggu dosyé¢ dlugiego okresu
obserwacji, bo 8 i 11 miesiecy. W chwili obec-
nej nie mozna przesadzi¢ czy za kazdym ra-
zem izolowano te same szczepy, jednakze wy-
daje sige celowe dalsze kontrolowanie nasienia
tych buhajow w kierunku cbecnosci myko-
plazm oraz $ledzenie wynikéw zacielen.

Pod wzgledem morfologii kolonii izolowane
szczepy nie roéinily sie zasadniczo, obserwo-
wano bardzo charakterystyczne ciemniejsze

centrum koloni z jesniejszg strefg otaczajgca
(ryc. 1). Morfologia ta zmieniala sie nie tyle
w zaleznosei od szczepu ale zalezala od gestos-
ci posiewu, wieku hodowli i partii uzytej do
podloza surowicy.
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Typowa kolonia szczepu Mycoplasma izolowanego

Ryc. 1.
Hodowla

na podidiu agarowym bezposrednio z nasienia.
4-dniowa w 37°C. Pow. ok. 300 X.

Badania nasze wykazaly, ze odsetek buha-
jéw, u ktérych z nasienia izolowano myko-
plazmy jest wysoki i rézny w poszczegélnych
zalktadach. Czy roznice czystosci izolacji w czte-
rech badanych zakladach sg przypadkowe czy
czynniki epizootiologiczne odgrywaja tutaj
pewna role trudno na to w obecnym stanie
badan odpowiedziec.

Nie przesgdzajgc sprawy identyfikacji izo-
lowanych przez nas szczepdéw, sam fakt czeste-
go ich wystepowania w nasieniu badanych bu-
hajow, ich przynaleznoéé¢ do szczepdéw patogen-
nych, wreszcie przezywanie przez wiele mie-
sigcy w nasieniu konserwowanym w azocie
powinien byé sygnalem ostrzegawczym przed
grozagcym niebezpieczenstwem 1" mozliwoscig
wywolania zakazenia w drogach rodnych krow
inseminowanych nasieniem, w ktérym stwier-
dza sie mykoplazmy.

Autorzy wyrazaja podziekowanie za doskonalg pomoc tech-
niczng J. Pastuszak.

Pomoc finansowg przy wykonaniu niniejszej pracy udzie-
lilta Swiatowa Organizacja Zdrowia (FAQ/WHO).
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