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Summary

Mycoplasmal pneum{mia of swine (MPS) is one of the most common respiratory diseases in swine. The
characteristic gross lesions in lungs are found in 30%-80% of slaughtered pigs.

Mycoplasma hyopneumoniae (Mhp), the etiological agent of MPS, is one of the smallest self-replicating
bacteria. In contrast to the other bacteria from the Mvcoplasma famlly it has no cellular wall, which contributes

to the considerable polymorphism of the bacteria.

The Mollicutes class contains over 120 Mycoplasma spe(:les Some species are pathogenlc for p]ants,
vertebrates and insects. Because the bacteria are able to pass through membrane filters of a very small pore
diameter, for many years it has been described as a virus. In contrast to viruses, Mycoplasma contains both DNA
and RNA, is able to grow in a cell-free medium and is sensitive to a wide spectrum of antibiotics.

Molecular studies have revealed that lipoprotein components like p65, p5S0 and p44 proteins are located on the
surface of the cytoplasmatic membrane. Using policlonal and monoclonal mice antibodies, p65 lipoprotein was
determined to be the major antigen recognised by the immune system of the macroorganism during infection.

The attachment of Mhp to the host cells is a prerequisite for infection. The early stage of infection is the
colonisation of the surface of the trachea, bronchl and bronchmles Mhp due rmt get lnsule the cells, but is

localised on the top of cilia.

Among the proteins on the Mhp cytoplasmatic membrane there are struetureq carrylng out the role of adhesms

that provide spec1ﬁc binding with the epithelial tissue receptors. The most important adhesin is thought t  be P97.
Infected airways evidence uhary and epithelial cell damage and the antlbacterlal mucus acti
The consequence of suyc‘h a state is cattharal hrunchopneumoma :

uced.’

During Mhp infection significant immunosuppression is present. The speelﬁc cellular lmmunorespumc is
reduced, which contributes to chronic multifactorial resplratnrv tract infections. Thacker and Thacker proved
the significantly negative influence of mixed Mhp and PRRS virus infections in piglets on the immune system.

The organism is very fastidious and requires specific enriched media. In primary broth cultures it grows
slowly, producing a faint turbidity and an acid color shift.

PCR technique is recommended for the quick detection of Mhp. This method is expensive so indirect technique

like serological examinations are the most popular,
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Mykoplazmowe zapalenie ptuc (Mycoplasmal pneu-
monia of swine — MPS) jest od wielu lat najczgstsza
choroba uktadu oddechowego swin. W okresie ostat-
nich kilku lat obserwuje si¢ nasilenie tego schorzenia,
co zwiazane jest, migdzy innymi, z rozprzestrzenie-
niem si¢ majacego wilasciwosci immunosupresyjne
wirusa zespotu rozrodczo-oddechowego swin (porci-
ne respiratory reproductive syndrome virus — PRRSV).
Do infekcji prosiat dochodzi zazwyczaj na porodoéw-
ce, gdzie oseski zakazajq si¢ od loch, z ktorych czgs¢
wykazuje niski poziom odpornosci i sieje duza liczbe
mykoplazm do $rodowiska. Rozprzestrzenianie si¢
MPS w populacji §win jest powolne, przy czym liczba
zwierzat zakazonych jest zmienna i waha si¢ w grani-
cach od 30% do 80%. Mycoplasma hyopneumoniae
(Mhp) — czynnik etiologiczny MPS, latwo przenosi si¢
z obiektow zakazonych do wolnych, znajdujacych sig
w poblizu. Rozprzestrzenianie si¢ zarazka droga kro-

pelkowa na wigksze odlegto$ci uzaleznione jest w du-
zym stopniu od warunkdéw atmosferycznych (8).

Diagnostyka MPS oparta jest na badaniu klinicz-
nym 1 sekcyjnym oraz badaniach laboratoryjnych (ba-
dania serologiczne technikg ELISA, odczynem wig-
zania dopetniacza OWD, testem posredniej hemaglu-
tynacji HI oraz odczynem dyfuzji immunoradialne;j
RID), badaniu histopatologicznym, izolacji Mhp na
podtozach sztucznych; wykrywaniu antygenu Mhp me-
toda immunofluorescencji bezposredniej 1 posredniej
oraz wykrywaniu materiatu genetycznego Mhp meto-
da jednoetapowej reakcji polimeryzacji tancuchowe;j
DNA (PCR) lub technika nested PCR (z uzyciem
dwoch par starteréw).

Celem niniejszej publikacji jest omdwienie przydat-
nosci poszczegolnych metod oraz warunkéw ich wy-
konania.
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Rozpoznawanie przyzyciowe

Badanie kliniczne. Objawy kliniczne w przebiegu
MPS sa mato swoiste 1 uwidaczniaja si¢ zazwyczaj mig-
dzy 12. a 20. tygodniem zycia.

Pierwszym symptomem choroby, pojawiajacym si¢ po
dos¢ dlugim okresie inkubacji (10-16 dni) jest kaszel,
poczatkowo suchy, a nastgpnie wilgotny.

Zachorowalno$¢ w przebiegu MPS jest duza, a Smier-
telno$¢ ro$nie w miar¢ dotaczania sig kolejnych czynni-
kow patogennych. Zwierzeta, ktdre przestaja rosnac, char-
taczeja, skora jest blada, a sier$c staje si¢ matowa 1 na-
stroszona (ryc. 1). Kliniczna diagnostyka MPS opiera sig
przede wszystkim na ocenie stanu zdrowotnego catego
stada Swin, a nie na indywidualnym badaniu pojedyn-
czych zwierzat.

Badania serologiczne. W przyzyciowej diagnostyce
omawianej choroby mozna stosowa¢ nastgpujace odczy-
ny serologiczne: ELISA (3, 16), OWD (3), HI (16), RID
(3). Jak wskazuja wyniki badan Bereitera i wsp. (6) naj-
wczesnie], tj. dwa tygodnie po zakazeniu, przeciwciala
dla Mhp wykrywane sg przy pomocy odczynu OWD, po
trzech tygodniach testem ELISA, natomiast dopiero po
5 tygodniach odczynem RID. Ci sami autorzy wykazali
ponadto, ze u swin zakazonych eksperymentalnie Mhp,
przemwmaia stwierdzane byly w surowicy odczynami
ELISA i RID przez 12 m1651qcy, a przy pomocy OWD
tylko przez okoto 5 miesiecy po zakazeniu. Wediug Arm-
stronga 1 wsp. badanie surowicy $win OWD w poznlej—
szej fazie zakazenia niejednokrotnie daje wyn1k1 ujem-
ne. Odczyn hemaglutynacji posredniej rowniez pozwala
wykry¢ przeciwciata jedynie we wezesnej fazie zakaze-
nia, co wynika z wigkszego udziatlu immunoglobulin klasy
IgM w odczynie. Jakkolwiek test ten daje wzglednie za-
dowalajace wyniki w p6zniejszych fazach zakazenia, to
jednak jest on niewygodny 1 mato praktyczny w uzyciu,
w zwiazku z czym nie nadaje sig¢ do zastosowania na szer-
sza skale.

W diagnostyce MPS najczgsciej wykorzystywana jest
technika ELISA, umozliwiajaca okre$lanie poziomu prze-
ciwciat w surowicy krwi (3, 13) 1w siarze pobranej od
loch. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze czas pojawiania si¢
przeciwcial po zakazeniu i moment ich wykrywania za-
lezny jest od odpornosci stada, dawki zakaznej zarazka,
czynnikow $rodowiskowych, a takze od sposobu pobra-
nia probek. Jesli dawka zakazna jest niewielka, czas nie-
zbedny do wytworzenia wykrywalnego badamem pozio-
mu immunoglobulin jest stosunkowo diugi — s1qga]qcy
kilku tygodni. Po zakazeniu doswiadczalnym przeciw-
ciala stwierdzano u $win po uptywie dwoch tygodni,
szczyt natomiast przypadat dopierona 8. 19. tydzien. Na-
lezy podkresli¢, ze serokonwersje rejestruje si¢ zazwy-
czaj okoto dziewiatego dnia po wystapieniu objawow
kaszlu.

Do rozpoznawania zakazen powodowanych przez
mykoplazmy opracowano dotychczas wiele roéznych ze-
stawow ELISA. Poniewaz prawidtowg interpretacj¢ wy-
nikow niejednokrotnie utrudnia wystgpowanie reakcji
krzyzowych z M. flocculare 1 M. hyorhinis, wydaje sig,
ze wykorzystanie w tescie ELISA przeciwcial monoklo-
nalnych w istotny sposéb ogranicza reakcje krzyzowe,
podnoszac tym samym swoistos¢ 1 czutos¢ metody. W diag-
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Ryc 1. Warchlaki dotkmgte chroniczna postacia mvkoplaz—
mowego zapalenia pluc

nostyce MPS najczgsciej stosuje sie przemwmala mono-
klonalne, skierowane przeciwko wysoce immunogennym
proteinom powierzchniowym Mhp, gtdéwnie P74 kDa (6)
oraz P40 kDa (11). Wykazano, ze wykorzystanie wymie-
nionych immunoglobulin w tecie blocking ELISA znaj-
duje szczegodlne zastosowanie w przypadku wystepowa-
mareakcji watpliwych w innych testach serologicznych (12).

Pomimo wysokiej czulosci 1 swoistosci techniki ELISA,
wykorzystanie jej w rozpoznawaniu MPS jest z wielu
wzgledow ograniczone. Badaniem serologicznym moz-
na wykry¢ Jedyme obecnos¢ lub brak serokonwersji, co
nie zawsze jest rownoznaczne z wystapieniem choroby
w stadzie. Komercyjne testy serologiczne w zasadzie nie
nadaja si¢ do indywidualnej oceny statusu immunologicz-
nego pojedynczych zwierzat, dlatego rutynowo wykorzy-
stywane sa zazwyczaj do wykonywania badan przegla-
dowych w stadach §win lub do sprawdzenia skutecznos-
¢l zastosowanej szczepionki, poprzez okreslenie czasu
utrzymywania si¢ odpornosci poszczepienne;.

Prowadzqc badania serologlczne nalezy pamlqtac
o wspomnianym uprzednio fakcie poéznego pojawienia
sig przeciwcial, ale takze 1 0 tym, ze u niektorych osobni-
kéw mimo zakazenia czy szczeplema przemwma}a hu-
moralne nie wiadomo dlaczego nie pojawiaja si¢ wcale.
Iub sa Wykrywane niezwykle pdzno.

Sheldrake 1 wsp. (13) badajac dynamike pojawiania
sie przemwma} dla Mhp w wyniku doswiadczalnego za-
kazenia §win omawianym drobnoustrojem wykazali, ze
swoiste 1mmun0g10bu11ny, wykrywane testem ELISA,
pOJaw1aJa si¢ u czgsci zwierzat migdzy 7. a 9. dniem zy-
cia, natomiast u innych dopiero po 30 dniach od zakaze-
nia. Badania serologlczne prowadzone w fermie, gdzie
MPS wystepowato stacjonarnie od wielu lat, dowiodly
z kolei, ze u 36,4% swin przeciwciala pojawﬂy si¢ do-
piero po 12. tygodniu zycia, a u 96,3% osobnikow nawet
migdzy 115. a 144. dniem zycia (13).

Biorac pod uwage wyraznie zréznicowany czas utrzy-
mywania si¢ odpornosci biernej do badan serologicznych
—technikg ELISA — nie powinno sig pobiera¢ probek od
prosiat, ktorych wiek nie przekroczyt 10 tygodni. Wska-
7ujq na to migdzy innymi wyniki badan Morrisa i wsp.,
ktorzy wykazali, ze u prosiat z poczatkowa iloscia prze-
ciwcial sklasyfikowang na wysokim, srednim 1 niskim
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poziomie immunoglobuliny matczyne zanikaja odpowied-
nio w 63., 45., 1 30. dniu.

Niektorzy autorzy uwazaja ponadto, ze do badan sero-
logicznych w kierunku zakazen Mhp zdecydowanie lep-
szym od surowicy materiatem biologicznym jest siara
(10). Zimmerman i wsp. badajac testem ELISA siarg loch
ze stada, w ktdrym stwierdzano chroniczng posta¢ MPS,
obecnos$¢ swoistych przeciwcial wykazali w 16% pro-
bek, natomiast w siarze pochodzacej od samic ze stada
z ostra postacia choroby w 71%. W surowicach pobra-
nych od tych samych zwierzat odsetek wynikéw dodat-
nich ksztaltowat si¢ odpowiednio na poziomie 7% 1 55%.

Rozpoznawanie poSmiertne

Dlagnostyka sekcyjna. Zmiany anatomopatologlcz-
ne u $win padtych z powodu MPS ogramczajq sie za-
zwyczaj do narzadow jamy klatki piersiowej i zaleza od
postaci choroby. We wczesnej i §rodkowej fazie infekcji
widoczne sg ogniska niezytowego zapalenia phic, umiej-
scowione po wewngtrznej stronie doczaszkowych pla-
tow pluc i ptata srodkowego, w ptacie dodatkowym oraz
po stronie zewngtrznej platow doogonowych (ryc. 2 i 3).
Obserwuje si¢ takze powickszenie weztéw chlonnych
srodpiersiowych i tchawiczo-oskrzelowych.

Zmiany w plucach rozwinigte sa w maksymalnym stop-
niu w dwa do czterech tygodni po zakazeniu. Je$li nie
dochodzi do reinfekcji lub zakazen wtéormych, zmiany
makroskopowe utrzymuja si¢ do 10 tygodni po zakazeniu.

Badanie sekcyjne umozliwia oszacowanie strat eko-
nomicznych wynikajacych z zakazenia Mhp za pomoca
tzw. metody punktowej (scoring technique), stuzacej do
okreslanej poubojowo ilosciowej oceny zmian patologicz-
nych w ptucach. Celem tego badania jest prezentacja rze-
czywistych strat ekonomicznych, manifestujacych sig
zmianami w plucach podlegajacych wybrakowaniu. Wy-
daje sig jednak, ze techniki uwzgledniajace trojwymia-
rowy charakter zmian w plucach takie jak pomlary Ob_] g
tosciowe czy tez oznaczanie masy zapalnie zmlemonej
tkanki, sa zdecydowanie bardziej precyzyjne niz metody
umoZliWiajqce okreslenie wielko$ci zmian jedynie na
powierzchni pluc. Nalezy podkresli¢, ze postugiwanie sig
wylacznie metodami punktowymi w szacowaniu strat

ekonomicznych spowodowanych MPS zdecydowanie za-
niza rzeczywiste koszty ponoszone przez hodowcow z po-
wodu tej choroby. Przydatnos¢ tej metody mozna kwe-
stionowa¢ mi¢dzy innymi dlatego, ze nie uwzglednia ona
strat zwiazanych ze $miertelnoscia zwierzat zainfekowa-
nych Mhp, a takze strat wynikajacych z wezesnego zaka-
zenia zwierzat 1 zaniku zmian w ptucach przed osiagnig-
ciem wagi rzeznej. W tych przypadkach zmiany obser-
wowane poubojowo sa niewielkie lub nie odpowiadaja-
ce stanom zapalnym, toczacym si¢ w okresie wzrostu
zwierzat (14). Stwierdzenia powyzsze zostaly potwier-
dzone przez Sitjara i wsp. (15), ktorzy badajac zwierzeta
charakteryzujace sig¢ serokonwersja w stosunku do Mhp
w okresie przed odsadzeniem, w rzeZzni obserwowali nie-
wielkie zmiany lub wrgcz brak zmian uznawanych za cha-
rakterystyczne dla MPS, podczas gdy zwierzegta reaguJ a-
ce pozytywnie w badaniach testem ELISA w pdzniej-
szym okresie (wezesny tucz) wykazywaty zdecydowane
1 obszerne zmiany w tkance plucne;.

Z uwagi na bardzo charakterystyczne zmiany makro-
skopowe, rozwijajace si¢ w wyniku zakazenia Mhp, ba-
dania te maja duza warto$¢ diagnostyczna, nie moga jed-
nak stanowi¢ o ostatecznym rozpoznaniu choroby.

Badanie histopatologiczne. W obrazie mikroskopo-
wym zmienionej tkanki ptucnej widoczne jest zniszcze-
nie rzesek, ziuszczanie komorek nabtonka rzeskowego
1 niewielkiego stopnia nagromadzenie neutrofili, w §wiet-
le oraz wokot drog doprowadzajacych p0w1etrze do ptuc.
W dalszym przebiegu choroby pojawia si¢ okotooskrze-
lowy, okotooskrzelikowy i okotonaczyniowy naciek lim-
focytarny. Jakkolwiek charakterystyczny obraz klinicz-
ny oraz sekcyjny czy tez stwierdzenie niezytowego za-
palenia przednich odcinkéw platow doczaszkowychi ser-
cowych pluc moga Wskazywac' na MPS, podstawa osta-
tecznego rozpoznania jest wykazanie ‘obecnosci Mhp
w tkance ptucne;j.

Izolacja Mhp na podlozach sztucznych. Najpewniej-
szym, ale jednocze$nie najtrudniejszym i najbardziej cza-
sochlonnym sposobem potwierdzenia wystgpowania Mhp
w populacji $win jest wykazanie obecnosci tych drobno-
ustrojow w tkance plucnej zwierzat ubitych diagnostycz-
nie lub padlych z objawami klinicznymi MPS.

Ryc. 2 i 3. Charakterystyczne zmiany zapalne w przednich platach pluc
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Ryc. 4. Kolonie Mycoplasma hyopneumoniae po 10 dniach
inkubacji na podlozu stalym Veterinary Mycoplasma Medium
Solid (Anglia), widziane pod mikroskopem przy powigksze-
niu 50-krotnym

Mpycoplasma hyopneumoniae potrzebuje do wzrostu
dodatku cholesterolu oraz glukozy, natomiast nie hydro-
lizuje ureazy i argininy. Z uwagi na swoiste wymagania
wzrostowe, do izolacji Mhp niezbedne sa specyficzne,
wzbogacone odpowiednimi dodatkami, podtoza mikro-
biologiczne. W hodowli bulionowej Mhp rosnie powoli,
prowadzac do nieznacznego zmetnienia i zmiany barwy
pozywki po 4-15 dniach. Izolacja zarazka na selektyw-
nych podlozach statych wymaga inkubacji w atmosferze
z 8% dodatkiem CO,. Po okolo 2-3 dniach powstaja led-
wo dostrzegalne kolonie o $rednicy okoto 0,5 mm (ryc. 4).
Ze wzgledu na dlugi czas niezbedny do izolacji i identy-
fikacji zarazka (kilka tygodni), zazwyczaj nie wykorzy-
stuje sig tej metody do rutynowych badan diagnostycz-
nych. Dodatkowo, w trakcie analiz mikrobiologicznych
czgsto obserwuje si¢ wzrost innych, rozpowszechnionych
w srodowisku 1 bytujacych w ptucach §win mykoplazm,
jak M. hyorhinis czy M. flocculare, o zblizonych do Mhp
cechach wzrostu. Istnieje réwniez wiele podobienstw,
zarowno antygenowych, jak 1 morfologicznych migdzy
Mhp 1 M. flocculare, co stanowi duzego stopnia utrud-
nienie w zakresie wlasciwej identyfikacji zarazka. Obec-
nie w Polsce tylko Panstwowy Instytut Weterynaryjny
dysponuje odpowiednimi podtozami do hodowli myko-
plazm 1 podejmuje sig izolacji tych drobnoustrojéw z ma-
teriatu chorobowego.

Metoda immunofluorescencyjna. Czgsto wykorzy-
stywana w laboratoryjnej diagnostyce MPS jest technika
immunofluorescencji (IF) posredniej lub bezposredniej
(7). Metoda ta pozwala na wykrywanie antygenow in situ
1 polega na stwierdzeniu w mikroskopie fluorescencyj-
nym reakcji przeciwcial znakowanych barwnikiem z od-
powiadajacym im antygenem. Materialem do badania sa
zamrozone wycinki, pobrane z pogranicza zmienionej
i mezmlemonej zapalnie tkanki ptucnej, na ktore nakra-
pla sig zawiesing przeciwciat sprzezonych z fluoresceing
(konjugat). Mykoplazmy zwiazane ze znakowanymi im-
munoglobulinami widoczne sa na powierzchni nabtonka
oskrzeli 1 oskrzelikow w postaci zielono wybarwionych,
swiecgcych punktow (ryc. 5). Wykazano, ze technika IF
Jjest szczegolnie efektywna, jezeli do badan wykorzystu-
je si¢ material §wiezy, pobrany od zwierzat w pierwszym
okresie choroby, wtedy gdy w oskrzelach znajduje sie

Rye. 5. Obraz immunofluorescencyjny wycinka tkanki ptuc-
nej. Na blonie §luzowej oskrzelika widoczne charakterystycz-
ne Swiecenie antygenéw Mycoplasma hyopneumoniae

duza liczba poszukiwanych drobnoustrojow. Wraz z upty-
wem czasu oraz w przypadkach chronicznych choroby,
kiedy liczba mykoplazm w drogach oddechowych ulega
ograniczeniu lub wystepuje efekt blokowania zarazka
przez przeciwciata makroorganizmu, wynik IF moze by¢
fatszywie ujemny. Przy stosowaniu tej metody w diagno-
styce MPS, nalezy bra¢ pod uwage mozliwos¢ wystapie-
nia reakcji krzyzowych z innymi czynnikami zakazny-
mi. Wykazano, ze do uzyskania dodatniego wyniku
w technice IF niezbedna jest obecnos¢ 10¢ komérek my-
koplazm w jednym gramie badanej tkanki plucnej. Wedtug
Maesa i wsp. stwierdzenie w badaniu IF obecnosci Mhp
na nabtonku oskrzeli i oskrzelikow jest skorelowane z wy-
nikami uzyskiwanymi przy wykorzystaniu pozostatych
metod diagnostycznych. Warto zauwazy¢, ze technika im-
munofluorescencyjna, udoskonalona poprzez rézne mo-
dyfikacje jest w wielu osrodkach, rutynowa metoda wy-
krywania u $win zakazen na tle Mhp.

Metoda polimeryzacji lancuchowej DNA. Technika
ta jest obecnie jedna z podstawowych metod badawczych.
umozliwiajacych szybka diagnostyke drobnoustrojow
chorobotworezych i schorzen trudnych do rozpoznania
przy uzyciu metod konwencjonalnych.

Czutos¢ 1 szybkos¢ wykonania PCR sprawia, ze jest to
metoda coraz chetniej wykorzystywana rowniez w za-
kresie rozpoznawania MPS. Przewaga tej techniki nad
pozostatymi metodami laboratoryjnymi wynika migdzy
innymi z faktu, ze do jej wykonania potrzeba niewielkiej
ilo$ci materiatu biologicznego, ktorym moze by¢ zeskro-
bina z nablonka oddechowego, wydzielina z oskrzeli,
wymaz z nosa lub wycinek ptuca. Na wyniki prowadzo-
nego badania nie ma istotnego wptywu ewentualna tera-
pia antybiotykowa ani czas, jaki uptynat od zakazenia
zwierzecia do momentu przestania probki do badania.
Praktycznie wykluczona jest mozliwos¢ wystapienia re-
akcji niespecyficznych lub krzyzowych z innymi drob-
noustrojami wiktajacymi proces chorobowy.

W oparciu o technik¢ PCR opracowano dotychczas
wiele metod (1, 2), ktore znalazty zastosowanie zaréwno
w wykrywaniu Mhp w materiale klinicznym (4), jak i w
probkach powietrza. Specyficznos¢ techniki PCR uwa-
runkowana jest przede wszystkim wtasciwym doborem
starterow niezbg¢dnych do reakcji syntezy DNA. Sekwen-
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cja starterow kierujacych reakcja syntezy DNA musi cha-
rakteryzowaé sie wysoka konserwatywnos$cia 1 unikal-
noscia; w przypadku braku homologii migdzy sekwen-
cja matrycy a startera istnieje ryzyko otrzymywama wy-
nikéw falszywie dodatnich lub ujemnych. Warto rowniez
pamigtac, ze wysoka czutos¢ techniki PCR w niektorych
sytuacjach moze okaza¢ sig powazna wada. Nawet mini-
maine zanieczyszczenia badanego materialu Mhp moga
by¢ powiclone, przez co wydaje sig, ze sa obecne w prob-
ce w znacznych ilosciach. Wykorzystanie bardziej czutej
metody nested PCR niesie ze soba ponadto wzrost praw-
dopodobienstwa zanieczyszczenia laboratorium 1 odczyn-
nikéw produktami pierwszego etapu amplifikacji i w
nastepstwie otrzymywania reakcji fatszywie dodatnich.

W przypadku drobnoustrOJow z rodzaju Mycoplasma
amplifikacji poddaje sig najezedciej fragment genu 16S
rRNA, ktory jest wysoce konserwatywnym rejonem ge-
nOmowego DNA Mhp (17). Z danych plsmlenmctwa
wynika, Ze w ostatnich latach projektowane sa rowniez
startery komplementarne do genow kodujacych immu-
nogenne proteiny, zlokalizowane w btonie cytoplazma-
tycznej mykoplazm. Wedtug Caron i wsp. (6) determi-
nanty antygenowe, jakimi sg protemy p36 oraz p46, przed-
stawiaja wysoce konserwatywne i, co bardzo istotne, ga-
tunkowo specyficzne dla Mhp, fragmenty DNA. Bada-
nia przeprowadzone przez wymienionych autoréw wy-
kazaty, ze wykorzystanie w reakcji PCR starterow za-
projektowanych dla wymienionych genow, umozliwito
wykrycie produktow amplifikacji jedynie w probkach
DNA pochodzacych ze szczepow Mhp, co wskazuje na
wysoka swoisto$¢ gatunkowa omawianych par starterow.

Verdin i wsp. (5) przedstawili wyniki badah potwier-
dzajacych przydatnos¢ techniki PCR do wykrywania
DNA Mhp w warunkach terenowych. Badaniu poddano
43 prosicta pochodzace z trzech roznych stad, od kto-
rych w wieku 4 1 6 miesiecy pobierano probki krwi do
badan serologicznych oraz poptuczyng tchawiczo-oskrze-
lowa do badania technikqg PCR. Uzyskane wyniki wyka—
zaly, ze obecnos¢ materiatu genetycznego Mhp mozna
stwierdzi¢ metoda PCR we WczesneJ fazie zakazenia,
kiedy we krwi nie wykrywa si¢ jeszcze swoistych prze-
ciwcial testem ELISA.

Podobne badania przeprowadzili Calsamiglia i wsp.,
ktorzy zastosowali dwie odmiany PCR (metodg jedno-
etapowa oraz nested-PCR — z zastosowaniem dwoch par
starteréw) do wykrywania DNA Mhp przyzyciowo, w wy-
mazach pobranych z nosa zakazonych §win oraz poubojo-
wo, w probkach phuc pochodzacych od tych samych zwie-
rzat. Uzyskane wyniki uwidocznity, ze technika jedno-
etapowa wykryto DNA Mhp we wszystkich badanych
wycinkach phuc, podczas gdy w wymazach z nosa wynik
dodatni uzyskano tylko w dwoch z 55 probek. ReakCJa
nested-PCR okazata si¢ metoda bardziej czuta, poniewaz
umozliwita wykazanie DNA w 61% probek pobranych
z nosa. Autorzy tych badan twierdza, ze technika nested-
-PCR moze by¢ z powodzeniem stosowana zaréwno
w diagnostyce MPS, jak i w wykrywaniu nosicieli zaraz-
ka. Przedstawione wyniki badan sugerujg mozliwos¢ wy-
korzystania tej metody do okre$lania statusu zdrowotne-
go $win, szczegblnie w okresie taczenia miotdw, tworze-
nia grup technologicznych lub podczas wprowadzania no-
wych zwierzat do stada podstawowego.
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Nalezy stwierdzi¢, ze istotna korzyscia ptynaca z za-
stosowania PCR w diagnostyce klinicznej jest mozliwos¢
identyfikacji nawet pojedynczych komoérek drobnoustro-
jow w badanym materiale, co niewatpliwie nabiera szcze-
golnego znaczenia w przypadku wykrywania zakazen
bezobjawowych.

Na zakonczenie warto zwrdci¢ uwage na wyniki ba-
dan wykonanych ostatnio w Polsce przez Kolodziejczy-
ka (8, 9). Autor ten, porownujac przydatnos¢ bezposred-
nich metod laboratory]nego wykrywama Mhp w tkance
plucnej $win, wykazal jednoznacznie, ze technika PCR
wyraznie przewyzsza w zakresie czuto$ci 1 swoistosci
zarOwno metode izolacji mykoplazm, jak i wykrywania
ich antygenu metoda IF. Majac na uwadze szybkoS¢ wy-
konania tego testu mozna stwierdzi¢, ze polimeryzacja
tancuchowa DNA jest aktualnie metoda z wyboru w wy-
krywaniu zakazen $win drobnoustrojami Mycoplasma
hyopneumoniae.
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