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Mykoplazmy w nasieniu bu ha jow
l. lzolacja i niektóre właściwości mykoplazm występujących

w nasieniu
zakład Mikloblologii LekarskieJ AM w Krakowie

Kierownik: plof. dr z. PĘzYBaŁK|EwIcz

Znaczenie i rolę patogenną drobnoustrojów
z rodzaju Mycoplasma odkryto dużo wcześ-
niej w medycynie weterynaryjnej aniżeli w
medycynie ludzkiej (5).

Szczepy zwierzęce izolowano prawie od
wszystkiich zwierząt domowy,ch i laboratoryj-
nych, a wśród nich wiele szczepów patogen-
nych. U przeżuwaczy wg systematyki Bergey'a
(11), występują 3 gatunki mykoplazm: M. my-
coides uar. mycoides i uar. caprź, M. agala-
ctżae i M. baui,genitalźum. Rola chorobotwórcza
dwóch pierwszych jest bezspotna; M. mgcoż-
des najwcześniej iz,olowany szczep bydlęcy z
przyp adków ple,ur,op,nęqmonii,wywoływał gr oź-
ne epizootie szerzące się na wszystkich konty-
nentach świata, zwłaszcza w krajach o rozwi-
niętej hodowli bydła. Morfologię i cykl rozwo-
jowy tego drobnoustroju opisał Nowak (14).
IVI. agalactioe wyrvołuje mastźtis i związaną z
nim zakaźną bezmleczność kóz i ,owiec, zaś w
ok. 200/o zwierząt zakażonych w warunkach do-
świadczalnych również arthritźs. Ostatnio wy-
kryto odmianę tego gatunku występującą u
bydła i wywołującą mastitżs u krów, a Hale
i wsp. (12) w 1962 t. zaproponowali nazwę
M. agalactiae uar, boużs,

Pogląd na rolę chorobotwórczą trzeciego
gatunku M. boużgenżtalium zmieniał się w cią-
gu ostatnich lat i znaczenie występowania my-
koplazm w dr,ogach rodnych bydła jest nadal
sprawą otwartą, Kiedy po taz pierwszy izolo-
wano ten drobonustrój z dróg rodnych krów

art i wsp. (16) w 1963 r. izolowali ten dro,bno-
ustrój z przypad,ków mastźtźs, ,a Afshar (1) wią-
zał ,obecność szczepu M. boużgenitalżum z ob-
serwowanym przez niego uuluouagźnżti,s u
by,dła. W związku ze stos,owaniem na coraz
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b,uhajów z 4 Państwowych Za'kładów Unasieniania
Zwierząt (PZVZ) *. Próbki nasienia pobierano do
jałowych próbówek i przechowywano w płynnym
azo,cie do momentu ich bądania.

Podłoża
Do izolacji mykoplazm stosowano PPLO-Agar

(Difco), oraz po,dło,że bul,ionowe, przy_gotowywane z
Beef Heart for Infusion 1Difco). Podłoża wzbogaca-
no surdwicą końską (200h), o,raz ł,,,yciągiem drożdż,o-
wym (l00/o) (Ftreischmann Active Dry Yeast) przygo-
towywanym wg instrukcji Armstronga (3). Do bulio-
nu do,dawano ponadto 0,50/o glikozy i 0,0020/0 czerwie-
,ni fenolowej, pH ustalano lna 7,0, 7,4 względnie 7,6.
Przy posiewie materiału wyjśeiowego dodawano rów-
nież dla zahaimowania wzrostu innych drobnousLtrojów
500 j/,rnl penicyliny oraz ,octan talu w stężeniu koń-
cow}łm 1:2000.

Technika izolacji
Badane materiały posriewano bezpośrednio na p,od-

łoża stałe oraz bulion i hodowa,no w 37oC, Hodowle
bulionowe przesiewano na podłoża agalowe po 2, 3
lub 4 dniach inkuba,cji. Po,nadto w jednej partii bada-
nego nasienia (35 próbek z zakład:u B) wykonano do-dat 4 dnio,wej hodowli bulionowej naświ bulionowe, a następnie po 3 dniach
in,k wle tę posiewano na plytki agarowe.

o bezpośred-
rrliornową by-

i"fi:o*?.:
cią,gu 3 tygodni pcd rnałym po*iętu"unif,.#Hrt?.§
kopu. Izolowane szczepy pasaźowano trzykrotnie me-
todą bloczków agarowych otaz w podłożach buliono-
wych. Itrodowle płynne oraz blo,czki agarowe przecho-
wywano do dalszego badania w.ternp. ok, -20o i w
płynnym azocie.

W je,dnym z zakładów (B) nasienie pobierano od
tych samych buhajów 2 lub 3 krotnie w różnych od-
stępach czasu, w celu stwierdzenia utrzymywania się
mykoplazn w nasieniu,

Badanie biocheł,niczne szczepów
Izolowane szczepy mykoplazm, które utrzymywały

się w dalszych kolejnych pasażach zbadano w kie-
runku zdolności fermentowania cukrów, rozkładu
mocznika i argininy (l7) oraz wytwarz,ania hemo-
Iizyn (15).

Wzrost w obecności różnych stężeń
surowicy końskiej.

Wyrnagania odżywcze izolowanych szczępów w sto-
srrnku do s]uro\i/]icy zawartej w po,dło,żu bada,rro polsie-
wając hodowle na podłoźa o różnych stężeniiach suro-
wicy koństkiej, a mianowicie 5, 10 i I50/o araz na pod-
łoża agarowe bez surowicy.

Te st zaharn ow,ani a wzr ostu
Izolowane szczepy zbadano w odczynie zahamowa-

nia wzrostu używając surowic odpornościowych dla
szczelpu M. boui,genźtaliuln i M. Iai.dlallsi,i B otaz szcze-

zakłady ozĄaczono umownie A, B, c i D.
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pu T-11. S,Lrrowicę odpornościową dla szczepu T-11
uzyskano poprzednio w Instytucie Wistar w Filadel-
fii (18). Tesf wykonano na płytkach agarowych stosu-
jąc metodę opisaną przez Clyde'a (4).

Analiza cielności krów
Dla określenia ewentualnego wpływu obecności my-

koplazm w nasieniu buhajów na pło,dność insemi-
nowanych krów przeprowadzono a,nalizę,,niepowta-
rzalności" (N. R. - non returne - test) w 60-90
dni po pierwszym unasienianiu. Obserwację prowa-
dzono w oparciu o dane uzyskane z PZUZ w okresie
6 miesięcy. Czas obserwacji obejmował okres 2 mie-
sięcy przed pobraniem nasienia do badania, oraz 4
miesiące po stwierdzeniu obecności mykoplazm w
nasieniu. Analiza dotyczyła zarówno buhajów, któ-
rych nasienie badano w kielunku obecności myko-
plazm, jak i pozcstałych (kontrole),

Wyniki
Wynik obserwacji nad występowaniem my-

,koplazm w nasieniu buhajów hodowlanych w
4 PZUZ przedstawiano ,w tab, 1,

Taib. 1

Razem

izolacji
p zakaŻon
n każonych
nową stwierdzono, że zdecydowanie więcej
wyników dodatnich (29 z 37) a
pytkach agarowych zakażonycll o
nasieniem. Wśród tych szczepów o
także na płytkach zakażonych hodowlą bulio-
nową. Pasażując próbki nasienia w podłożu
bulionowym uzyskano natomiast wzrost 2

szczepów, które nie rosły na płytkach agaro-
wych zakażonych bezpośrednio nasieniem.
Hodowanie zakażonych płytek w atmosferze
107o CO2 oraz ślepy pasaż hodowli bulionowej
na świeże podłoże płynne nie zwiększyło częs-
tości dodatnich wyników. Pojawienie się ko-
lonii na płytkach agalowych obserwowano po
3-7 dniach inkubacji, kilka szczepów losło
wolniej tj. 10-14 dni. Na płytkach agaro-
wych zakażonych bezpośrednio badanym na-
sieniem rzadko obserwowano dużą liczbę ko-
lonii. Zwykle izolowano jedną lub kiika ko-
lonii] a tylko -w nielicznych przypadkach
wzrost był obfity.

Spośród szczepów izolowanych od różnych
buhajów 26 utrzymano \,v, ciągłych pasażach.
Przed określeniem ich niektórych własności
biochemicznych szczepy te byłv dwukrotnie
klonowane.

Wł asn oś ci bi o ch e m iczne. Spośród
ba,danych szczepów żaden nie rozkładał argi-
niny ani ,mocznika. Jede,n szczep nr 539 fer-
mentował glikozę i maltozę, pozostałe nato-
miast nie zmieniały ]ub słabo zakwaszały
podłoze z glikozą. Szczepy laboratoryjne *)

użyte do kontroli tych prób biochemicznych
dawały reakcje dodatnie: M, loidlatużx A i M,
ląźdlalnżź B fermentowały glikozę i maltozę,
M. hominżs rozkładał argininę a szczep T-60

- mocznik. Wszystkie izolowane szczepy wy-
woływały wyraźną hemolizę krwine]< świnki
morskiej oraz nieco słabszą hem,olizę krwinek
króliczych i baranich. Zbyt duże zagęszczenie

Wszystkie badane szczepy rosły nawet przy
najniższym stężeniu surowicy w podłożu, jed-

Tab. 2. Częstośó izolacji
agar,owym i

,szczepów na po,dłożu
bulionie

Liczba
badanych
buhajórł,

tylko
na podł.
agaro-
wym

3121115

PZIJZ

Razem 115
*) z 64 próbek nasienia (badanie kilkakrotne tych samych

buhajów) w 26 próbkach stwierdzono obecność mykoplazm.

Ogółem zbadano 141 próbek nasienila pocho-
dzącego od 115 buhajów, Obecność mykoplazm
stwierdzono w nasieniu 31 buhajów (26,9010).

W zakładzie A, C i D nasienie do badania po-
brano jedno,razowo, natomiast w zakładzie B
kilkanaście ,buhajów przebadano 2 i 3-krotnie.
Nasienie pobierano tam w odstępach B i 11
miesięcy i stwierdzono, że w tym okresie
czasu mykoplazmy utrzymywaŁy się u nie-
których buhajów. Spośród 4 buhajów bada-
nych trzykrotnie u jednego (nr 637) myko-
plazmy izolowano za każdym Tazem, u dwóch
(542 i 632) szczepy izolowano dwukrotnile po
11 miesiącach, natomiast u jednego buhaja
(nt 544) izolowano mykoplazmy tylko jedno-
razowo. Spośród 7! zwierząt badanych dwu-
krotnie w odstępie B miesięcy uzyskano do-
datnie izolacje u 2 buhajów (nr 507 i nr 534),
natomiast u pozostałych izolowano szczepy
tylko jednorazowo. W tym samym czasie kon-
trolowano również 4 buhaje, u których w
pierwszym badaniu nie stwierdzolo w nasie-

Dwa z nich (nr 530 i nr 555)
tnie, a 2 sztuki (nr 503 i nr
i u żadnego nie stwierdzono

obecności tych drobnoustrojów.
WynikiJ c,zęstości izolacji mykoplazm na

podłożach płynnych i stałych przedstawiono
w tab. 2.
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*) szczepy lab talium oraz M. Iai-dlawii uzyskano Freundta z DaniLszczep M. homin iladelfii, szczep T-6óod dr Porębskiej

Liezba
badanych

próbek
nasienia

Liczba
badanych
bubajów

Liczba
buhajów

od których
izolowano

mykoplazmy

A
B
c
D

40
64*)
29

40
38
29

o

5
18

2
6

31141
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nakże morfologila kolonii ulegała łvyraźnym
zmianom przy stężeniu 50/o w porównaniu z
hodowlą na podłożu starrdardowym. Tylko je-
den szczep nr 539 rósł także na po,dłożu bez
surowicy.

B adani a s erolo gi czn e izolowanych
szczepów przeprowadzono ,w odczynie zahamo-
wania wzrostu z surowicami odpornościowymi
dla szczepów: M. bouigenżtalium, ful. laźalau,żi
B otaz szczepv T-11 pokrewnego do M. ltyor-
hinżs. stwierdzono zaharnowanie ,uvzrostu

szczepu nr 539 z surowicą odpornościową dla
M. lażdlawżż B. PozostaŁe szczepy nie wyrazy-
wały reakcji dodatniej z wymienionymi powy-
żej surowicalmi.

Na podstawie analizy cielności krów inse-
minowanych nasieniem buhajów, w którym
stwierdzono obecność mykoplazm, wykazano,
że w badanym okresie nie nastąpiło obniżenie
płodności u obserwowanych sztuk. Procent
krów nile powtarzających po pierwszym una-
sienianiu (60-90 dni) nie odbiegał od war-
tości uznawanych za normalne.

Dyskusja
Przedmiotem badań (9, 10, 13), było wystę-

powa,nie mykoplazm w drogach rodnych bydła,
jednakze rola ich w schorzeniach teg,o układu
oraz wpływ na be,zpłodność krów nadal. jest
sprawą otwartą. S,twierdzenie obecności myko-
plazm w nasieniu buhajów w tak wysokilm od-
setku rnoże mieć znaczenie, zwłaszcza w
związku ze stosowaniem sztucznej insenrinacji.
U ży cie bowi em niepełnowartościowego nasienił
pochodzącego nawet ,od jed,nego buhaja -,v tycir
warunkach zapładniania może wywołać maso,we
zakażenie za,cielonych krów i w ,następstwie
dalsze tego epizootiologiczne konsekwencje.
Częstość ilzolowania my_koplazm od buhajów w
poszczególnych zakładach była różna, Dobór
badanych ibuhajów w zakładzie A, B i C był
dowolny. Odsetek buhajów u których w na-
sieniu stwierdzono o,becność mykoplazm wy-
nosił odpowiednio 12,5010, 47,30/0 i 6,80lo. Batdzo
wysoka liczba buhajów zakażonyeh mykoplaz-
mami w zakładzie D (6 spośród B badanych)
wynikać może z faktu, że sztuki z teg,o ośrod-
ka były specjalnie wybrane do badania i po-
przednio wykazano u nich zmiany lv nasie-
niu w), oraz obja_
wy zapalnych ją-
der guje fakt wie-
lokrotnego izolowania mykoplazm od niektó-
rych buhajów w ciągu dosyć długiego okresu
obserwacji, bo 8 i 11 miesięcy. W chwili obec-
nej nie mozna przesądzić Ia-
zem izolowano te same szc wy-
daje się celowe dalsze kon enia
tych buhajriw w kierunku cbecności myko-
plazm oraz śledzenie wyników zacieleń.

Pod wzglę,dem morfologii kolonii izolowane
szczepy nie różniły się zasadniczo, obserwo-
wano bardzo charakterystyczne,ciemniejsze

centrum koloni z jeśnilejszą strefą otaczającą
(ryc. 1). Morfologia ta zmieniała się nie tyle
w zależności od szczepu ale zależała od gęstoś-
ci posiewu, wieku hodowli i partii użytej do
podłoża surowicy.

Ryc. 1. Typowa kolonia szczepu Mycoplasma izolowanego
na podłóżu agarowym bezpośIednio z nasienia. Hodowla
4-dniowa w 37oc. PoW, ok. 300 X.

Badania nasze wyl<azały, że odsetek buha-
jów, u których z nasienila izolowano myko-
plazmy jest wysoki i różny w poszczególnych
zal<łaidach. Czy różnice. czystości izolacji w czte-
rech badanych zakładach są przypadkowe czy
czynniil<i epizootiologiczne odgrywają tutaj
pewną rolę trudno na to w obecnym stanie
badań odpowiedzieć.

Nie przesądzając spratd/y identyfikacji izo-
lowanych pTzez nas szczep1w, sam fakt częste-
9o ich występowania w nasieniu badany,ch bu-
hajów, ich przynależność do szczepów patogen-
nych, wreszcie przeżywanie przez wiele mie-
sięcy w nasieniu konserwowanym ,w azocie
powinien być sygnałem ostrzegawczym przed
grożącym niebezpieczeństwem i' możliwością
wywołania zakażenia w drogach rodnych krów
inseminowanych nasieniem, w którym stwier-
dza się mykoplazmy,
Autorzy wyrażają podziękowanie za doskonałą pomoc tech-

niczną J. Pastuszak.
Pomoc finansową przy wykonaniu niniejszej pracy uclzie-

liła Światowa organizacja Zdrowia (r'ło.1wrło).
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