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Zakażenia mykoplazmowe u bydła stanowią obec-
nie w wielu krajach istotny problem epidemiologicz-
ny i  ekonomiczny. Wśród różnorodnych gatunków 
Mycoplasma spp. przyczyniających się do problemów 
w  hodowli bydła ważną rolę odgrywa Mycoplasma 
bovis. Badania serologiczne przeprowadzone w Polsce 
w  latach 2007-2010 wykazały, że odsetek zwierząt 
serododatnich wynosi 76,6% (4). Mykoplazmy należą 
do klasy Mollicutes, są najmniejszymi bakteriami, po-
zbawionymi ściany komórkowej, a do syntezy błony 
cytoplazmatycznej potrzebują steroli. Ze względu na 
potrzebę obecności w  podłożu hodowlanym wielu 
specyficznych związków odżywczych oraz inhibitorów 
dla flory bakteryjnej kontaminującej ograniczającej 
wzrost mykoplazm, drobnoustroje te uważane są za 
organizmy szczególnie wymagające i trudne w hodow-
li. Ich genom jest niewielki i charakteryzuje się małą 
zawartością zasad G+C (21). W przypadku M. bovis 
ma ona dodatkowo charakterystyczny region kodu-
jący białka vsp (variable surface proteins). Białka te 
umożliwiają osiąganie dużej zmienności antygenowej 
(5, 12, 13). Poszczególne szczepy M. bovis mają różne 
wersje białka vsp na powierzchni swoich komórek, 
a co za tym idzie – różnią się fenotypowo. Zmienność 

ta pozwala im zasiedlać różnorodne środowiska oraz 
układy organizmu (20).

Zwalczanie zakażeń M. bovis współdziałających 
m.in. w rozwoju zespołu oddechowego bydła (BRD), 
zmianach zapalnych stawów, rogówki i  spojówki, 
w powstawaniu ropni, w zapaleniach opon mózgowych 
i ucha jest utrudnione z powodu narastającej oporno-
ści na stosowane antybiotyki oraz brak komercyjnej 
szczepionki przeciwko tej bakterii (3, 18, 19). Z tego 
powodu niezwykle ważna jest wiarygodna diagnostyka 
tych zakażeń, co warunkuje następnie podjęcie właści-
wego ich leczenia (18). Objawy kliniczne u zwierząt 
w przebiegu infekcji M. bovis nie są patognomoniczne, 
z tego powodu zasadniczym elementem rozpoznania 
tych zakażeń są dodatkowe badania laboratoryjne. 
W celu wykrycia M. bovis w materiale biologicznym 
pochodzącym od bydła często stosuje się jednocześnie 
tradycyjne badania hodowlane, jak też testy immuno-
enzymatyczne (ELISA) (2). Dostępne są również inne 
metody pozwalające na identyfikację M. bovis, takie 
jak test zahamowania wzrostu, immunofluorescencji 
pośredniej oraz metoda immunohistochemiczna (8). 
Coraz częściej stosuje się techniki biologii moleku-
larnej, które są szybkim i  skutecznym narzędziem 
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diagnostycznym, pozwalającym potwierdzić lub wy-
kluczyć obecność mykoplazm w badanym materiale 
biologicznym. Najczęściej stosowaną techniką jest 
metoda wykorzystująca reakcję łańcuchową poli-
merazy (PCR), która umożliwia amplifikację genów 
specyficznych dla M. bovis (24). Badania oparte na 
tradycyjnych kryteriach identyfikacji mykoplazm, 
czyli ich zdolności do tworzenia charakterystycznych 
kolonii, biofilmu, rozkładu glukozy, hydrolizy argininy, 
wiązania dopełniacza oraz redukcji soli tetrazolowej 
często są niespecyficzne, czasochłonne i  wymagają 
dużego nakładu pracy (16). Ponadto metoda hodowla-
na niesie ze sobą ryzyko kontaminacji badanych prób 
innymi drobnoustrojami. Jest jednak metodą wciąż 
stosowaną, ze względu na zadowalający poziom specy-
ficzności i czułości (101-102 CFU/ml) oraz stosunkowo 
niskie koszty. Pozwala ona na wykrycie kilku gatun-
ków Mycoplasma spp. w jednej próbie. Z kolei testy 
serologiczne wykrywające w surowicy oraz w mleku 
przeciwciała anty-M. bovis również posiadają pewne 
ograniczenia. M.in. z uwagi na fakt, że specyficzne 
przeciwciała odpornościowe pojawiają się dopiero 10- 
-14 dni po zakażeniu, skuteczne badanie serologiczne 
możliwe jest dopiero po tym okresie (9, 22). Ponadto, 
często w przypadku metod serologicznych spotyka się 
wyniki fałszywie dodatnie, jako wynik reakcji krzyżo-
wych z innymi gatunkami mykoplazm, podczas gdy 
techniki biologii molekularnej oparte na sekwencjo-
nowaniu genów oraz reakcji łańcuchowej polimerazy 
cechują się optymalną specyficznością (1, cyt. za 9).

Reakcja PCR z wykorzystaniem starterów specy-
ficznych dla DNA M. bovis doskonalona była przez 
wiele lat, ponieważ pierwsze testy nie były dosta-
tecznie specyficzne (9). Początkowo amplifikacja 
prowadzona była dla genu 16S rRNA, co skutkowało 
jednoczesnym powielaniem zarówno materiału gene-
tycznego M. bovis, jak i M. agalactiae (18, 20). Jest to 
spowodowane tym, że obydwa gatunki są bardzo blisko 
spokrewnione ze sobą i wykazują 99% pokrewieństwo 
w sekwencji genów 16S rRNA (17). Geny te różnią 
się między M. bovis i M. agalactiae tylko 8 nukleoty-
dami (15). Identyfikacja gatunków Mycoplasma spp. 
na podstawie genu 16S rRNA za pomocą PCR napo-
tyka na trudności, ponieważ gen ten zawiera niewiele 
specyficznych dla konkretnego gatunku fragmentów. 
Identyfikacja innych genów, które byłyby przydatne 
do różnicowania gatunków, jest utrudniona, ponieważ 
genomy nie wszystkich mykoplazm zostały do tej pory 
zsekwencjonowane (16). Ghadersohi i wsp. opraco-
wali metodę PCR służącą odróżnieniu M. bovis od 
pozostałych mykoplazm i innych bakterii w próbkach 
mleka. Opracowana przez nich metoda opiera się na 
użyciu dwóch starterów (Mb1 i Mb2). Na podstawie 
dotychczasowych badań potwierdzono, że metoda ta 
jest wysoce specyficzna i dostatecznie czuła, pozwala 
bowiem wykryć już 20 CFU/ml próbki. Wymaga ona 
jednak dalszych badań, dotychczasowe testy wykonano 
bowiem z wykorzystaniem jedynie dwóch szczepów 

M. bovis (9). W późniejszym czasie Hayman i Hirst 
opracowali dodatkowy, wiodący starter, w celu wzmoc-
nienia czułości i reproduktywności testu specyficznego 
dla M. bovis opracowanego przez Ghadersohi’ego 
i  wsp. Próg detekcji dla tak przygotowanego semi-
-nested PCR wynosi 10-100 CFU/ml próbki (10). 
Najbardziej wiarygodnym testem PCR służącym do 
wykrywania sekwencji DNA specyficznej dla M. bovis 
jest reakcja amplifikacji fragmentu genu uvrC. Badania 
prowadzone przez Subramaniama i wsp. potwierdzają, 
że obszar restrykcyjny genu uvrC M. bovis jest kon-
serwatywny (24). Z  kolei badania wykonane przez 
Thomasa i  wsp. dowodzą, że pomimo genetycznej 
zmienności mykoplazm gen uvrC M. bovis jest sta-
bilny i  odporny na mutacje (26). Jeszcze nowszym 
podejściem do stworzenia konserwatywnego i wysoce 
specyficznego PCR dla M. bovis jest wykorzystanie 
w amplifikacji genu kodującego zmienne białka po-
wierzchniowe (Vsp) (25). Antygeny powierzchniowe 
Vsps charakteryzują się dużą zmiennością fenotypową. 
Mają obszerną domenę powtarzającą się przez całą 
długość cząsteczki oraz region wspólnych epitopów. 
Miejsce zakotwiczenia membrany przez domenę 
N-końcową i region C-końcowy znajduje się na całej 
długości cząsteczki Vsp (12-14). Do tej pory scha-
rakteryzowano 3 białka Vsp: VspA, VspB, VspC (5).

Kilkanaście lat temu opracowano reakcję PCR 
w  czasie rzeczywistym (real-time PCR; qPCR). 
Metoda ta ma większą przewagę nad klasyczną reakcją 
PCR z uwagi na lepszą wydajność, ponieważ umoż-
liwia zbadanie większej ilości próbek jednocześnie. 
Dzięki temu, że nie ma konieczności otwierania pro-
bówek z produktem PCR w celu wizualizacji wyniku, 
cechuje się ona mniejszą podatnością na krzyżową 
kontaminację (6). Końcowy wynik może być przed-
stawiony w  sposób ilościowy dzięki zastosowaniu 
znakowanych fluorescencyjnie sond (np. TaqMan), 
które rozpoznają specyficzną sekwencję DNA w re-
gionie znajdującym się pomiędzy dwoma starterami 
i  powodują fluorescencję każdej nowo otrzymanej 
sekwencji (23). Początkowo do reakcji qPCR używano 
starterów zlokalizowanych zarówno w konserwatyw-
nych, jak i  zmiennych regionach genu kodującego 
16S rDNA, amplifikowany produkt reakcji ma 190 pz. 
Ten fragment DNA jest charakterystyczny zarówno 
dla M. bovis, jak i dla M. agalactiae, Staphylococcus 
aureus oraz Streptococcus agalactiae, jednak przyłą-
czenie sondy specyficznej dla genu 16S rDNA M. bovis 
daje możliwość detekcji genu charakterystycznego dla 
tej mykoplazmy (6). Z najnowszych badań wynika, 
że do wykrywania fragmentów DNA specyficznych 
dla M. bovis u bydła stosuje się startery powodujące 
amplifikację regionu oppD, genu kodującego perme-
azę oligopeptydów oraz białka transportowe należące 
do rodziny ABC. Przy wykorzystaniu tych starterów 
uzyskiwany jest produkt reakcji o wielkości 71 pz (23). 
Reakcja qPCR może również bazować na amplifika-
cji genu uvrC, który jest również specyficzny dla tej 
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mykoplazmy, a w wyniku tej reakcji powstaje produkt 
o wielkości 112 pz (7).

Inną metodą, która jest wysoce specyficzna oraz 
pozwala na jednoczesną identyfikację wszystkich 
dotychczas poznanych gatunków mykoplazm wy-
stępujących u bydła, jest elektroforeza w gradiencie 
stężeń czynnika denaturującego (denaturing gradient 
gel electrophoresis – DGGE). Jest to technika pole-
gająca na spowolnieniu migracji fragmentów DNA 
poprzez użycie czynnika denaturującego w  różnych 
stężeniach, a  przez to stworzenie możliwości ich 
lepszej segregacji w  żelu. Ze względu na różnice 
w wielkości fragmentów DNA, zatrzymują się one na 
różnych wysokościach ścieżki na żelu, tworząc tzw. 
„fingerprinting”, na podstawie którego możliwe jest 
różnicowanie szczepów w  obrębie poszczególnych 
gatunków mykoplazm. McAuliffe i wsp. opracowali 
PCR-DGGE na bazie regionu V3 genu 16S rRNA, któ-
ra pozwala na identyfikację 32 gatunków mykoplazm 
jednocześnie. Do PCR użyto uniwersalnych starte-
rów dla regionu V3 16S rDNA. Z powodu trudności 
w rozróżnieniu niektórych gatunków mykoplazm np. 
u  małych przeżuwaczy, można zastosować jeszcze 
bardziej specyficzny starter, który powoduje ampli-
fikację DNA z regionu16S-23S. Są to jednak dopiero 
pierwsze, nie do końca jeszcze udokumentowane próby 
wykrywania i różnicowania mykoplazm zwierzęcych 
za pomocą jednego testu. Nie zmienia to jednak faktu, 
że DGGE (dla genu 16S rRNA) pozwala na wykry-
wanie prawie wszystkich mykoplazm występujących 
u  zwierząt gospodarskich. Metoda ta jest przydatna 
do identyfikacji bakterii trudnych w hodowli, jakimi 
są mykoplazmy, a  w  szczególności tych szczepów 
M. agalactiae i M. bovis, których różnicowanie metodą 
hodowlaną czy też serologiczną jest niepewne. Ważne 
jest, że DGGE nie ogranicza się tylko do identyfikacji 
szczepów już znanych, bowiem szczepy mykoplazm 
jeszcze niezidentyfikowane mogą być przy jej zasto-
sowaniu również wykryte. Dodatkową zaletą DGEE 
jest możliwość detekcji nawet pojedynczych mutacji 
w  badanym genie. Niedoskonałością metody jest 
to, że niektóre szczepy bakterii z  klasy Mollicutes 
o  zbliżonych genotypach do badanych przez nas 
drobnoustrojów mogą niekiedy dawać również wy-
nik dodatni (17). Efekt ten można zniwelować przez 
zwiększenie ilości zawiesiny bakteryjnej w  badanej 
próbce (16). Postępy w poszukiwaniu starterów, które 
mogłyby udoskonalić reakcję powielania fragmentów 
DNA charakterystycznych dla mykoplazm, pozwoliły 
zwiększyć specyficzność badań dla Mycoplasma spp. 
poprzez użycie startera wiodącego – uniwersalnego 
dla wszystkich bakterii oraz drugiego – odwrotnego, 
specyficznego dla klasy Mollicutes. Dodatkowo, aby 
zminimalizować amplifikację DNA bakterii spoza 
klasy Mollicutes, temperaturę przyłączania starterów 
zwiększono z 55°C do 56°C, co pozwoliło upewnić 
się, że powielone DNA bakterii należy wyłącznie do 
bakterii klasy Mollicutes. W efekcie możemy wykryć 

67 gatunków mykoplazm zwierzęcych i  ludzkich. 
Metoda ta pozwala również na identyfikację bakterii 
w infekcjach mieszanych. Modyfikacje wcześniej opi-
sanej metody pozwalają na wykonanie badań metodą 
DGGE bezpośrednio z wymazów i wycinków tkanek, 
bez potrzeby wcześniejszego namnażania drobno-
ustrojów na odpowiednich podłożach. Modyfikacje te 
pozwalają na skrócenie czasu oczekiwania na wynik 
badania z 1-2 tygodni do 1 dnia. Metoda DGGE po-
zwala na identyfikację wszystkich 13 gatunków myko-
plazm bydlęcych. Zauważono jednak, że w przypadku 
Mycoplasma bovis, M. canadense oraz M. verecundum 
uzyskiwane produkty amplifikacji mają zbliżoną do 
siebie liczbę par zasad. Zaletą metody DGGE jest 
możliwość detekcji nowych gatunków mykoplazm, dla 
których nie odkryto jeszcze specyficznych starterów 
do reakcji PCR (17).

Reakcje łańcuchowej polimerazy oraz DGGE są 
metodami o  wysokiej czułości i  specyficzności, ale 
jeszcze lepszymi parametrami cechują się techniki mi-
kromacierzowe. Ich zaleta wynika z faktu, że umożli-
wiają przeanalizowanie dużej ilości fragmentów DNA 
umieszczonych na macierzy. Poza tym, pozwalają 
one na identyfikację wielu drobnoustrojów chorobo-
twórczych, dostarczając przy tym kompletny profil 
genetyczny charakterystyczny dla nich. Umożliwiają 
też identyfikację podgatunków i biotypów oraz zbada-
nie obecności lub braku genów kodujących czynniki 
zjadliwości oraz antybiotykooporności. Wykonanie ba-
dania z użyciem mikromacierzy DNA jest mniej praco-
chłonne niż badanie metodami tradycyjnymi. Cechują 
się one dużą rozdzielczością, dzięki czemu obecność 
lub brak wielu genów mogą być badane jednocześnie 
(27). Odkrycie tej metody badawczej jest niezwykle 
cenne, ponieważ pozwala w  jednym czasie uzyskać 
informacje na temat zakażeń wieloma gatunkami 
bakterii, wystąpienia koinfekcji np. dwoma lub więcej 
gatunkami mykoplazm oraz obecności atypowych 
szczepów (www.plosone.org 2012, 7, e33237, 1-10). 
Jedną z pierwszych macierzy, jaka dawała możliwość 
wykrycia DNA M. bovis, był biochip służący do iden-
tyfikacji DNA 7 najczęściej występujących patogenów 
powodujących mastitis u krów. Poza M. bovis są to: 
paciorkowce – Streptococcus bovis, S. uberis, S. aga-
lactiae i  S. dysgalactiae, a  także Corynebacterium 
bovis i  Staphylococcus aureus (11). Z kolei Schnee 
i wsp. opisują opracowaną przez nich mikromacierz 
zdolną do wykrycia 37 gatunków należących do klasy 
Mollicutes, w tym: 31 gatunków rodzaju Mycoplasma, 
3 gatunków rodzaju Acholeplasma oraz 3 gatunków 
rodzaju Ureaplasma (www.plosone.org 2012, 7, 
e33237, 1-10). Natomiast Tonelli i wsp. opracowali mi-
kromacierz zawierającą sekwencje genowe 55 bakterii 
należących do rodzajów: Mycoplasma, Acholeplasma, 
Spiroplasma i Ureaplasma. Opracowana przez nich 
mikromacierz służy głównie identyfikacji mykoplazm 
z  grupy mycoides i  skriningowi Mycoplasma spp. 
Autorzy zaznaczają, że mikromacierz wymaga udosko-
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nalenia poprzez dodanie większej ilości specyficznych 
sekwencji DNA M. agalactiae, M. alkalescens, M. ar-
ginini, M. bovis i innych mykoplazm z grupy mycoides. 
Korzystne byłoby umieszczenie na mikromacierzy 
dodatkowych sekwencji genów odpowiedzialnych za 
czynniki wirulencji i patogenności (27).

Wiarygodna diagnostyka zakażeń M. bovis u bydła 
ma charakter kompleksowy i jest związana z zastoso-
waniem kilku metod. Różnice w detekcji zakażeń tym 
drobnoustrojem za pomocą różnych testów są powodo-
wane wieloma czynnikami i właściwościami materiału 
biologicznego oraz zdolnością przeżycia drobnoustro-
jów w badanym materiale. Ponieważ nie zawsze wy-
krycie przeciwciał anty-M. bovis oznacza wystąpienie 
zakażenia, ważne jest, aby diagnostyka była wielokie-
runkowa. Wstępne, przesiewowe badania bazujące na 
analizie miana przeciwciał pozwalają jednie na stwier-
dzenie, że zwierzę miało kontakt z patogenem, ale nie 
dają ostatecznej odpowiedzi, czy aktualnie mamy do 
czynienia z infekcją. Ważnym etapem diagnostycznym 
jest wykonanie badań molekularnych, dzięki którym 
możemy potwierdzić lub wykluczyć wyniki badań 
serologicznych i  hodowlanych. Prowadzenie badań 
za pomocą kilku metod, opierających się na różnych 
technikach, daje możliwość uzyskania wiarygodnej 
informacji na temat pochodzenia i rozprzestrzeniania 
się badanego mikroorganizmu oraz jego właściwości 
antygenowych i chorobotwórczych.
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