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Wystepowanie i diagnostyka
zakazen mykoplazmami u przezuwaczy
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Occurrence and diagnosis of mycoplasma infections in ruminants
Summary

The article concentrates on diagnostic aspects of the major mycoplasma diseases in ruminants. Among
them particular attention is given to: bovine contagious pleuropneumonia and contagious agalactia of sheep
and goats, and an involvement of mycoplasmal etiological agent in bovine respiratory disease (BRD). The
diagnosis of mycoplasma infections is based on serological methods such as: Elisa test, complement fixation
test (CFT), and Western blot. The culture and identification of Mycoplasma spp. are possible through the use
of specific liquid or solid Eaton’s media. The doubtful cases are confirmed by molecular biology methods

(PCR and DGGE).
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Mykoplazmy sa drobnoustrojami pozbawionymi sztyw-
nej $ciany komorkowej, posiadaja tylko tr(')jwarstwowq
btong cytoplazmatyczna, co powoduje, ze sa bardzo wraz-
liwe na dzialanie czynnikoéw srodowiskowych. Trudno
wyhodowac je tez w warunkach laboratoryjnych. Drob-
noustroje te sa wrazliwe na dziatanie $wiatta stonecznego
1 wysuszanie. Uwazane sg za warunkowo chorobotwor-
cze, to znaczy, ze moga wywola¢ chorobg u zwierzat do-
piero przy zmniejszonej ich odpornosci na zakazenie.
Nastgpuje to zwykle wtedy, gdy zwierzgta znajduja si¢
w niekorzystnych warunkach zoohigienicznych i zywie-
niowych. Mykoplazmy bardzo czgsto sa przyczyna roz-
norodnych zaburzen zdrowotnych u przezuwaczy (6).

Jedna z najwazniejszych chorob uktadu oddechowego
wywolywang przez drobnoustroje z rodzaju Mycoplasma
jest zaraza ptucna bydta (contagious bovine pleuropneu-
monia — CBPP). Zpb wystepuje gldwnie u bydta i gatun-
kow pokrewnych, takich jak: bawoty, bizony, renifery i an-
tylopy (6). U bydta w odniesieniu do CBPP wystepuje
wyrazne zréznicowanie rasowe pod wzgledem podatnos-
ci na zachorowania. Europejskie rasy bydta sa bardziej
wrazliwe na t¢ chorobg niz bydto afrykanskie. CBPP jest
wysoce zarazliwa ostra, podostra lub przewlekta choroba
wywolywang przez Mycoplasma mycoides subsp. myco-
ides SC (MmmSC), przebiegajaca w postaci wlokniko-
wego zapalenia ptuc i surowiczo-wldknikowego zapale-
nia oplucnej. Klinicznie zaraza plucna manifestuje sig
u bydta objawami ze strony uktadu oddechowego, takimi
jak: przyspieszony oddech, duszno$¢, wyptyw z nozdrzy,
kaszel, czasami obrzgki $rodpiersia oraz objawami 0gol-
nymi, jak: wysoka goraczka, apatia, brak apetytu, spadek
wydajnosci mlecznej. U niektorych kréw choroba moze
przebiega¢ przez dtuzszy czas w formie subklinicznej,
trudnej do rozpoznania. Zaraza plucna bydta wpisana jest

obecnie na tzw. jednolita listg¢ chorob zakaznych (Grupa
II. Choroby bydta) zgtaszanych do Office International
des Epizooties (O.1.E) i podlega obowiazkowi zwalcza-
nia z urzedu. CBPP jest choroba wystgpujaca endemicz-
nie w Afryce i Azji. W przesziosc1 epidemie zarazy phuc-
nej wystgpowaty rowniez w Europie (8). W wigkszosci
krajow europejskich eradykowano jednak chorobe na
poczatku XX wieku (16). W Polsce ostatnie kliniczne
przypadki zpb notowano w 1936 r. Antygenowo pokrew-
ne do form SC M. mycoides subsp. mycoides sa szczepy
LC (large colonies), ktére uwazane sg za patogenne
zwlaszcza dla do owiec 1 kéz. Ponadto moga by¢ przy-
czyna stanow zapalnych stawow (polyarthritis) 1 spojo-
wek (conjunctivitis) u cielat oraz rzadziej mastitis u krow.

Inng wazna choroba wywotywana przez mykoplazmy
u matych przezuwaczy jest zakazna bezmlecznos$¢ owiec
1koz (contagious agalactia, CA). Pierwotnym czynnikiem
etiologicznym tej choroby jest Mycoplasma agalactiae.
W Polsce ta jednostka chorobowa podlega obowiazkowi
rejestracji. Z notowanych przypadkow zapalen wymienia
i stawow u koz o przebiegu klinicznym zblizonym do kla-
sycznego obrazu choroby, ktorym czgsto towarzysza row-
niez stany zapalne phuc, izolowano réwniez inne gatunki
mykoplazm, takie jak: Mycoplasma mycoides subsp. myco-
ides LC, Mycoplasma capricolum subsp. capricolum
(Mcc) oraz M. putrefaciens. Zakazenia na tle M. myco-
ides subsp. mycoides LC (MmmLC) wystepuja gtownie
u koz, a objawiaja si¢ przede wszystkim: zapaleniem wy-
mienia z objawami bezmleczno$ci, stanem zapalnym
stawow, ophlucnej 1 pluc oraz zapaleniem spojowek i ro-
gowki. Mycoplasma capricolum subsp. capricolum (Mcc)
jest szeroko rozpowszechnionym patogenem w Afry-
ce Polnocnej. Do zakazen tym gatunkiem mykoplazm
dochodzi stosunkowo rzadko i to zazwyczaj u koz (7).



Mycoplasma putrefaciens do$¢ czesto wystepuje w za-
chodniej Europie u kéz, wywolujac zapalenia wymienia
1 bezmleczno$¢ oraz cigzkie zapalenia stawow. W USA
patogen ten powodowat liczne ronienia i $mier¢ samic
oraz bezgoraczkowe, ci¢zkie stany zapalne stawow u ma-
tek 1 ich potomstwa (10)

Mykoplazmy sa rowniez jednym z istotnych czynni-
kow w ztozonej etiologii enzootycznej bronchopneumonii
cielat (EBC). Choroba ta u cielat poczatkowo przebiega
z objawami zapalenia oskrzeli o r6znym stopniu nasile-
nia, a nastgpnie przechodzi w zapalenie ptuc. Od zwie-
rzat chorych oraz z materiatu patologlcznego pochodza;
cego od padlych cielat izoluje sig oprocz wirusow (BRSYV,
BHV-1) i innych drobnoustrojow rowniez mykoplazmy,
takie jak: M. bovis, M. dispar, M. bovirhinis 1 Ureoplas-
ma diversum (5). Na terenie UK i Stanow Zjednoczonych
odnotowano tez udzial obcej gatunkowo mykoplazmy
w etiologii EBC, tj. Mycoplasma canis. Prawdopodobnym
zrodtem infekceji byt kontakt bydta z psami bedacymi no-
sicielami tej bakterii. Na tej podstawie uwaza si¢ obec-
nie, ze Mycoplasma canis, ktora izolowano wylacznie od
bydta z problemami oddechowymi, moze by¢ istotna
w etiologii zapalnia ptuc réwniez u przezuwaczy (15).

Bardzo czgsto izolowanym obecnie gatunkiem myko-
plazm od bydta jest M. bovis, ktora po raz pierwszy wy-
osobniono od krow majacych kliniczne objawy mastitis.
Do zakazen tym patogenem u bydta dochodzi czgsto za
posrednictwem uktadu rozrodczego w trakcie insemina-
cji. Patogen ten wystepuje rowniez u owiec i koz, ktore
moga by¢ zroédlem infekcji dla bydta. Ponadto M. bovis
jest przyczyna: zapalenia ptuc, stawow, uszu i rogow-
ki, bezptodnosci oraz ronien u bydta. Zakazenia bydta
M. bovis przebiegaja w postaci stanow zapalnych: ptuc,
stawow, wymienia, rogéwki i spojowki (18), jajnikow,
jajowodu, btony sluzowej macicy, pecherzykow nasien-
nych, a nawet wywotywaé¢ moga poronienia (21). M. bo-
vis odgrywa rowniez czolowa rolg w etiologii syndromu
oddechowego bydta (bovine respiratory disease complex,
BRDC), odpowiedzialnego za powazne straty ekonomicz-
ne i padnigcia u tego gatunku zwierzat (10).

Badania serologiczne

Diagnostyka zakazen mykoplazmowych opiera si¢
glownie na badaniach serologicznych wykorzystujacych:
test ELISA, OWD oraz Western blot.

OWD zostat zaopiniowany jako urzgdowa metoda w se-
rologicznej diagnostyce zakazen Mycoplasma mycoides
subsp. mycoides SC (MmmSC). Czulo$¢ tej metody wy-
nosi 70%, natomiast jej specyficzno$¢ dochodzi prawie
do 100% (98%) (3, 9). Obserwowane migdzy laborato-
riami badawczymi réznice w stosowaniu tej metody i osia-
ganych rezultatach wynika¢ moga z szeregu przyczyn,
m.in.: odmiennos$ci uzywanych odczynnikow, czasu i wa-
runkoéw inaktywacji surowic, kwalifikacji personelu itp.
W odniesieniu do pozytywnych przypadkéw OWD jako
metoda przesiewowa najlepiej sprawdza si¢ w diag-
nostyce przeciwcial anty-MmmSC u zwierzat bedacych
w ostrej fazie choroby. Czulos¢ metody jest wysoka w sy-
tuacji, gdy pobranie prob do badan nastepuje nie pozniej
niz 3 miesiace od momentu pojawienia si¢ choroby w sta-
dzie (12). Zdarzaja si¢ jednak wyniki falszywie dodatnie
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w krajach, w ktorych zaraza plucna bydta nie wystepuje
(21). Stanowia one prawdopodobnie rezultat reakcji krzy-
zowych MmmSC z innymi gatunkami mykoplazm wywo-
dzacymi si¢ z ,,M. mycoides cluster” (18) czy tez z gatun-
kami mniej spokrewnionymi, takimi jak. M. bovigenita-
lium (20).

W serologicznej diagnostyce zakazen M. agalactiae
OWD znalazto réwniez zastosowanie. Test ten stosowa-
ny jest do oceny epizootycznej stada. W tym celu nalezy
przebada¢ przynajmniej 10 surowic z danego stada, od
osobnikow z ostrymi objawami choroby lub bedacych
w okresie rekonwalescencji (3).

Z kolei test ELISA, w tym jego posrednia odmiana
(Indirect ELISA), stosowane sa w serologicznej diagno-
styce zakazen M. bovis i M. agalactiae. W kierunku
M. agalactiae posredni test Elisa stanowi metodg urz¢do-
wa 1 bardziej pozadana niz OWD (3). Test ten okazat si¢
jednak za mato czuty w odniesieniu do detekcji przeciw-
ciat anty-Mycoplasma mycoides subsp. mycoides SC (13).
W tym przypadku z powodzeniem wykorzystywany jest
natomiast kompetycyjny test ELISA (c-ELISA), w kto-
rym uzyto specyficznych przeciwcial monoklonalnych
MAD 117/5. C-Elisa stanowi wysoce specyficzna i czula
metode¢ diagnostyczna (13). Zgodnie z OIE Terrestrial
Manual 2008, czutos¢ i specyficznos¢ dla tej metody diag-
nostycznej wynosi, odpowiednio: 70% i 99,9% (2, 13,
15). W porownaniu do OWD c-ELISA wydaje si¢ mie¢
wigksze zastosowanie w chronicznych przypadkach CBPP
(13). C-ELISA wykorzystuje si¢ rowniez w serologiczne;j
diagnostyce innej, waznej jednostki chorobowej powo-
dowanej przez Mycoplasma sp., tj. zakaznego zapalenia
phuc 1 optucnej koz (contagious caprine pleuropneumo-
nia, CCPP) wywotywanego przez M. capricolumn subsp.
capripneumoniae, M. mycoides. subsp. mycoides LC
(MmmLC), M. capricolum subsp. capricolum i M. myco-
ides subps. capri (23).

W serologicznej diagnostyce zakazen MmmSC, tj. po-
wodujacej zpb, znalazly réwniez zastosowanie testy aglu-
tynacji szkietkowej (SAT) i lateksowej (1, 4, 25). SAT
jest jednak mato czulym testem, moze stanowi¢ zrodto
falszywie dodatnich wynikow (1) i sprawdza si¢ jedynie
w ostrych przypadkach zarazy ptucnej bydta (13). Jezeli
wyniki uzyskane przy uzyciu standardowych metod sero-
logicznych sa watpliwe, zastosowa¢ mozna wowczas me-
todg potwierdzajaca, jaka jest Western blot. Jest to tech-
nika badawcza zalecana przez referencyjne laboratorium
OIE, do niedawna byto to LNIV Lizboa w Portugalii, na-
tomiast obecnie jest nim laboratorium referencyjne CBPP
w Teramo. Immunobloting w tym przypadku jest techni-
ka badawcza stosowana do analizy specyficznych poli-
peptydow, wchodzacych w sktad obecnych w surowicy
zakazonych zwierzat przeciwciat anty-MmmSC. Poddane
elektroforetycznemu rozdziatowi na zelu poliakrylami-
dowym (SDS-PAGE) i rozfrakcjonowane pod wzgledem
cigzaru czasteczkowego wspomnianych biatek, zostaja
przeniesione na filtr nitrocelulozowy, a detekcja odbywa
si¢ przy uzyciu metod immunoenzymatycznych. W przy-
padku zarazy plucnej bydta probka surowicy uwazana jest
za dodatnia, jezeli wystepuje rownoczesnie pig¢ immu-
nodominantnych prazkéw o masie czasteczkowej: 110,
98, 95, 62/60 1 48 kDa (8).
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Izolacja i identyfikacja mykoplazm

Izolacj¢ mykoplazm z materiatu biologicznego (wyma-
zy, fragmenty tkanek, probki mleka i innych ptynéw ustro-
jowych) przeprowadza si¢ z wykorzystaniem ptynnego
podtoza Eatona (bulion PPLO, zawierajacego wyciag
drozdzowy, roztwor soli sodowej kwasu dezoksyrybonu-
kleinowego z grasicy cielat, glukozg, surowicg konska,
czerwien fenolowa, roztwor ampicyliny i wodg destylo-
wang). Posiane podloze inkubuje si¢ w temperaturze 37°C
w atmosferze 5% CO,. Wskaznikiem wzrostu mykoplazm
moze by¢ zmiana zabarwienia koloru bulionu z czerwo-
nego na zotty lub pomaranczowy oraz pojawienie si¢ cha-
rakterystycznego biofilmu. Zmiana koloru pozywki spo-
wodowana jest zdolnoscia fermentacji glukozy przez nie-
ktoére gatunki mykoplazm, na przyktad MmmSC, M. dis-
par czy M. bovirhinis (17). Hodowlg mykoplazm mozna
réwniez prowadzi¢ na podtozu statym Eatona. Wowczas
mozna obserwowac typowe kolonie mykoplazm przy uzy-
ciu mikroskopu $wietlnego, ktore wygladem przypomi-
naja sadzone jajko. Mycoplasma mycoides spp. mycoides
SC jest drobnoustrojem polimorficznym, z przewaga form
owalnych i okragtych, wielkosci 0,2-0,8 um, wystepuja-
cych gléwnie w starych hodowlach. W mtodych hodow-
lach mykoplazma ta wytwarza dtugie, rozgalezione nitki
dochodzace do 150-240 um o $rednicy 0,075 um (8). Z po-
zywki ptynnej uzyskuje si¢ czyste izolaty mykoplazm,
ktore nastgpnie poddaje si¢ testom biochemicznym; do
najwazniejszych zaliczane sa: rozktad glukozy, hydroliza
argininy i mocznika oraz biosynteza karotenoidow. Moz-
liwe jest tez przeprowadzenie dodatkowych testow bio-
chemicznych, takich jak: rozktad innych weglowodanow
poza glukoza, wytwarzanie fitazy, hydroliza eskuliny,
aktywno$¢ proteolityczna, redukcja tetrazolium, wiasci-
wosci hemadsorbeyjne i hemolityczne (24).

W celu identyfikacji antygenu M. bovis w badanym
materiale, tj. w wymazach z nosa, plynie stawowym, mle-
ku, wycinkach narzadow wewnetrznych itp. zastosowa-
nie znalazt posredni test ELISA (Pulmotest), w ktorym
uzyto mikroplytek optaszczonych specyficznym przeciw-
ciatem anty-M. bovis.

W identyfikacji kolonii mykoplazm mozna postuzy¢
si¢ rowniez metoda mikroskopowa wg Diensa. W meto-
dzie tej wycinek roznicujacego podtoza statego o po-
wierzchni 1 ¢cm?, na ktorym obserwowany jest wzrost
kolonii mykoplazm umieszcza sig¢ na szkietku podstawo-
wym, a nastgpnie przykrywa go uprzednio zabarwionym
szkietkiem nakrywkowym przy zastosowaniu mieszani-
ny zawierajacej biekit metylenowy, maltozg, NaCl oraz
wodg destylowana. W wyniku barwienia kolonie myko-
plazm pochtaniaja bigkit metylenowy, ktory jest jednym
ze sktadnikéw mieszaniny barwiacej, adsorpcja barwni-
ka umozliwia wizualizacje kolonii (14).

Jednak badaniami jednoznacznie potwierdzajacymi
obecno$¢ mykoplazm w ocenianym materiale biologicz-
nym sa techniki biologii molekularnej (PCR i DGGE).
W badaniach tych wykorzystuje si¢ najczesciej: wymazy
z gomych drog oddechowych, probki mleka lub innych
ptynéw ustrojowych, a w przypadku zwierzat padtych ba-
daniu poddawane sa probki tkanek, wymazy i btony sta-
wowe. Metoda PCR i DGGE pozwala na jednoznaczna
identyfikacje¢ mykoplazm, z mozliwoscia ustalenia ich ga-
tunkow. DGGE polega na przeprowadzeniu procesu roz-

dziatu elektroforetycznego produktow amplifikacji w gra-
diencie czynnika denaturujacego, przy czym mozliwy jest
rozdzial mieszaniny zawierajacej DNA pochodzacej od
roznych gatunkéw mykoplazm i ta droga ich szczegoto-
wa identyfikacja.
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