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Mycoplasma synoviae (MS) jest jednym z ważnych 
patogenów drobiu, odpowiedzialnym za znaczne starty 
ekonomiczne w produkcji drobiarskiej. Zarówno u kur, 
jak i u indyków spektrum patogennego oddziaływania 
MS skutkuje zapaleniem stawów, ewentualnie zapale-
niem worków powietrznych, a także – w świetle badań 
z ostatnich lat – u kur dodatkowo może wpływać na 
funkcje układu rozrodczego, wywołując syndrom ano-
malii wierzchołka skorupy jaja (egg apical abnormality 
– EAA). Infekcje MS występują często w  zakaże- 
niach mieszanych z Mycoplasma gallisepticum (MG),  
Ornithobacterium rhinotracheale (ORT), E.  coli, 
z wirusami zakaźnego zapalenia oskrzeli (IBV) kur 
i z wirusem rzekomego pomoru drobiu (NDV) (7, 20). 
Zakażenia MS bardzo często przebiegają w postaci 
subklinicznej, a  zakażone ptaki mogą pozostawać 
bezobjawowymi siewcami aż do momentu wystąpienia 
oznak choroby (objawy kliniczne i zaburzenia w repro-
dukcji). Z tego też powodu bardzo istotna jest szybka 
i precyzyjna diagnoza. Wstępne rozpoznanie zakażeń 
M. synoviae jest wykonywane z użyciem testów se-
rologicznych, takich jak aglutynacja płytowa (SPA) 
i ELISA (38). Pozwalają one na skuteczną i szybką 
diagnozę infekcji w  oparciu o  obecność swoistych 
przeciwciał anty-MS, które można wykryć po ok. 
7-14 dniach po zakażeniu, a  ich obecność świadczy 
o  kontakcie ptaków z  patogenem (6, 32). Częstym 

problemem w  interpretacji uzyskanych wyników 
badań serologicznych są reakcje krzyżowe z  anty-
genami innych mykoplazm, np. z M. gallisepticum. 
W diagnostyce dostępna jest również klasyczna metoda 
hodowlana (badanie mikrobiologiczne) polegająca na 
wykrywaniu zakażeń mykoplazmami z  zastosowa-
niem podłoży selektywnych, określonych jako PPLO 
(pleuropneumonia like organizm), na których można 
wykazać obecność żywych mykoplazm. Jest to metoda 
bardzo wartościowa, uznawana za tzw. złoty standard, 
lecz izolacja patogenu na podłożach jest praco- i cza-
sochłonna (2, 6, 9).

Jedną z  możliwości diagnostyki mykoplazmozy 
są metody biologii molekularnej. Na podstawie tych 
metod wykazano, że MS charakteryzuje się małą za-
wartością zasad G+C. Podobnie jak inne mykoplazmy 
posiada niewielki genom będący rezultatem ewolucji, 
na skutek której utraciły różne mechanizmy w swoim 
metabolizmie. Diagnostyka molekularna MS oparta 
na reakcji łańcuchowej polimerazy (PCR) pozwala na 
szybkie wykrywanie wielu kopii fragmentów materiału 
genetycznego (DNA) z niewielkiej objętości próbki 
pobranej do badań. Może być oparta na klasycznym 
PCR skierowanym na amplifikację genu 16S rRNA 
o wysokiej czułości 10 fg, opisanym przez Zhao i wsp. 
(44). W  1995 r. Garcia i  wsp. (12) oraz Laureman 
i wsp. (25) opracowali metodę multispecies PCR-RFLP 

Metody biologii molekularnej wykorzystywane 
w diagnostyce zakażeń Mycoplasma synoviae 

u drobiu
OLIMPIA KURSA, GRZEGORZ TOMCZYK, ANNA SAWICKA, ZENON MINTA

Zakład Chorób Drobiu Państwowy Instytut Weterynaryjny – Państwowy Instytut Badawczy w Puławach,  
Al. Partyzantów 57, 24-100 Puławy

Otrzymano 22.10.2015	 Zaakceptowano 02.11.2015

Kursa O., Tomczyk G., Sawicka A., Minta Z.
Molecular methods used in the diagnosis of Mycoplasma synoviae infection in poultry

Summary
Diagnostics of Mycoplasma synoviae (MS) is generally based on serological, culturing and molecular 

methods. Rapid diagnosis and identification of infections is very important in the poultry industry. The use 
of PCR or real-time PCR makes it possible to shorten the time for obtaining results from research and the 
effective detection of genetic material of MS. There are many variations of the PCR method, one of them is the 
LAMP method, which is rapid, very sensitive and does not require specialist equipment. This article reviews 
the molecular methods used for the diagnosis of Mycoplasma synoviae infection in poultry.

Keywords: Mycoplasma synoviae, diagnostics, PCR, LAMP



Med. Weter. 2016, 72 (1), 18-21 19

(restriction fragment length polymorphism), dzięki 
której można wykryć równocześnie zakażenie trzema 
gatunkami mykoplazm: MS, MG i Mycoplasma iowae 
(MI). Z kolei w metodzie opisanej przez Lauermana 
i wsp. (24) użyte startery pozwoliły na amplifikację 
fragmentu międzygenowego regionu 16S/23S rRNA 
MS. Potwierdzili to również Ramirez i wsp. (33, 34). 
Także dzięki zastosowaniu metody RFLP możliwe 
jest zróżnicowanie dziewięciu gatunków mykoplazm. 
Podobną metodę wykorzystali Fan i wsp. (5) ampli-
fikując 1026 par zasad z fragmentu genu 16S ryboso-
malnego RNA. Zastosowanie sześciu różnych enzy-
mów restrykcyjnych (HpaI, HhaI, HaeIII, HphI, FokI, 
i  NlaIV) pozwala na równoczesne różnicowanie aż 
czternastu gatunków mykoplazm, w tym MS. Metoda 
ta jest wykorzystywana wyłącznie do identyfikacji 
czystych hodowli, np. uzyskanych badaniami mikro-
biologicznymi, podobnie jak często używana metoda 
losowej amplifikacji polimorficznego DNA (random 
amplified polymorphic DNA – RAPD) oraz polimor-
fizm długości amplifikowanych fragmentów (ampli-
fied fragment length polymorphism – AFLP) opisane 
przez Feberwee i wsp. (8) w 2005 r. W metodach tych 
wykorzystuje się dwie pary enzymów, co pozwala na 
genotypowanie szczepów MS (5, 24). Opisane techniki 
są homologiczne i okazały się dobrym narzędziem do 
różnicowania molekularnego gatunków mykoplazm, 
ale są one dosyć kosztowne i czasochłonne.

Analiza uzyskanego produktu PCR w czasie rze-
czywistym (real-time PCR; qPCR) charakteryzuje się 
wyższą czułością i wydajnością w stosunku do metod 
konwencjonalnych (PCR), ale wymaga wysoce spe-
cjalistycznego sprzętu, który pozwala na rejestrację 
sygnału fluorescencyjnego. Emitowany sygnał jest 
proporcjonalny do ilości uzyskanego w reakcji DNA 
(10, 35). Metody amplifikacji fragmentów regionu 
16S rRNA czy fragmentu międzygenowego 16-23S 
rRNA mogą, niestety, dawać wyniki fałszywie dodatnie 
ze względu na fakt, że sekwencje te mogą występo-
wać u więcej niż jednego gatunku mykoplazm (35). 
Międzygatunkowe reakcje krzyżowe z innymi myko-
plazmami występującymi u ptaków obserwowano np. 
pomiędzy MG a M. imitans, które opisała Kempf (19). 
W ostatnich latach Zhixun Xie i wsp. (45) opracowali 
nowoczesną metodę elektroforezy kapilarnej (GeXP) 
umożliwiającą szybki rozdział produktu PCR z dużą 
czułością. Dzięki tej metodzie można wykryć w jednej 
reakcji dziewięć różnych patogenów odpowiedzial-
nych za infekcje dróg oddechowych u ptaków. Nowa, 
czuła metoda pozwala wykryć M. synoviae już przy 
102 kopii/µl oraz zidentyfikować inne patogeny, takie 
jak: wirusy grypy ptaków (AI), w tym podtypy H5, 
H7 i H9, wirusy zakaźnego zapalenia oskrzeli (IBV), 
choroby Newcastle (NDV), zakaźnego zapalenia 
krtani i  tchawicy (ILT), Mycoplasma gallisepticum 
(MG) i Avibacterium paragallinarum (HPG). Z kolei 
opracowana przez McAuliffe i wsp. (27) elektroforeza 
w gradiencie stężeń czynnika denaturującego (denatu-

ring gradient gel electrophoresis – DGGE) okazała się 
wysoce specyficzną, a dodatkowo pozwala na jedno-
czesną identyfikację 32 gatunków mykoplazm, w tym 
dziesięciu występujących u ptaków, między innymi 
MS. Metoda ta oparta jest na wykrywaniu regionu V3 
genu 16S rRNA i polega na spowalnianiu migracji frag-
mentów DNA poprzez użycie czynnika denaturującego 
w różnych stężeniach. Umożliwia to lepszy rozdział 
produktów PCR w żelu, a fragmenty DNA zatrzymu-
jąc się na różnych wysokościach, tworzą w żelu tzw. 
ścieżki „fingerprint”. Dzięki tej metodzie możliwe jest 
różnicowanie szczepów w  obrębie poszczególnych 
gatunków, jak również detekcja nowych gatunków 
mykoplazm. Jedynym mankamentem opisanej metody 
jest długi czas potrzebny do uzyskania końcowego 
wyniku badania.

W wielu metodach molekularnych wykorzystują-
cych technikę PCR zastosowano różne startery do 
wykrywania poszczególnych fragmentów genów 
M.  synoviae, jednak startery oparte na sekwencjach 
specyficznych regionów genu, jakim dla MS jest 
gen vlhA (variable lipoprotein and haemagglutinin), 
wydają się w  tej chwili najbardziej powszechne. 
Nowoczesne techniki biologii molekularnej pozwalają 
uwidocznić szczególne cechy genetyczne MS. Gen 
vlhA jest jedynym w genomie zidentyfikowanym jako 
gen docelowy dla MS TS (temperature sensitivity) (3). 
Ulega on potranslacyjnemu rozczepieniu do dwóch 
białek powierzchniowych: MSPB – powierzchniową 
lipoproteinę kodowaną przez region 5’ tego genu 
i MSPA – hemaglutyninę kodowaną przez region 3’ 
tego genu (28-30). Oparte na stopniu zmienności se-
kwencje genu vlhA można podzielić na trzy główne 
regiony: konserwatywny, półzmienny i wysoce zmien-
ny (29). Dla przykładu: w całej sekwencji genomu 
szczepu 53 (MS53) gen vlhA zawiera 64 geny, które 
stanowią więcej niż 8% genomu (GenBank AE017245) 
(39). Tylko jeden z  całej rodziny genów MS vlhA 
zawiera promotor, a reszta genów określana jest jako 
pseudogeny. Gen ten jest zarówno wielkościowo, jak 
i fazowo zmienny. Wykrywanie zmiennego genu vlhA 
w  oparciu o  konserwatywny region 5’, a  następnie 
sekwencjonowanie DNA wykorzystuje się do klasyfi-
kacji szczepów, a także w badaniach epidemiologicz-
nych (1, 3, 14, 15, 17, 36, 40). Określenie sekwencji 
nukleotydowej produktów PCR dla określonego genu 
vlhA daje możliwość analizy filogenetycznej szczepów 
terenowych MS oraz umożliwia szczegółowe poznanie 
cech genetycznych (genotypowanie). Stosunkowo 
szybka i niedroga technika wykrywania mutacji, jaką 
jest polimorfizm konformacji jednoniciowych frag-
mentów (single-strand conformation polymorphism – 
SSCP) oraz analiza krzywej topnienia (high-resolution 
melting – HRM) są bardzo użytecznym narzędziem do 
bezpośredniej analizy zmienności genetycznej myko-
plazm, a w szczególności w przypadku konieczności 
przeanalizowania większej liczby próbek (4, 21). 
Ponadto, analiza HRM może być stosowana do geno-
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typowania i wykazania mutacji szczepów mykoplazm 
(17). Dodatkowo wprowadzenie nowych barwników 
fluorescencyjnych, takich jak LCGreen czy SYTO 9 
usprawniło metodę HRM wykorzystywaną w bada-
niach klinicznych i epidemiologicznych (13, 21).

W badaniach diagnostycznych dla M. synoviae 
przydatna może okazać się także metoda amplifikacji 
w warunkach stałej temperatury (loop-mediated iso-
thermal amplification – LAMP). Metoda ta, opracowa-
na przez Notomi i wsp. (31), jest obecnie modyfikowa-
na i implementowana do wykrywania wielu różnych 
patogenów, takich jak Shigella spp., Salmonella spp., 
E. coli (11) oraz do wykrywania zakażeń wirusowych 
i grzybiczych u ludzi i zwierząt (16, 18, 26, 37, 41- 
-43). Polega ona na syntezie nici DNA dzięki obec-
ności polimerazy Bst lub Bsm DNA oraz dwóch lub 
trzech par starterów komplementarnych do sześciu 
lub ośmiu różnych regionów danego genu (11, 31). 
W metodzie tej wykorzystywana jest para starterów 
wewnętrznych (FIP – Forward Inner Primer i BIP – 
Backward Inner Primer), zewnętrznych (F3 – Forward 
i B3 – Backward) oraz tzw. starterów zapętlających 
(FL – Loop Farward i BL – Loop Backward), które 
umożliwiają szybsze wykrywanie specyficznego DNA 
(31, 41). Zaletą tej metody przy wykrywaniu genu vlhA 
jest jej wysoka czułość, nawet 1000 razy większa niż 
konwencjonalny PCR (10−1 CFU/ml). Dodatkowo jej 
atutami są warunki izotermiczne reakcji (63°C) oraz 
krótki czas potrzebny do uzyskania wyniku (ok. 1 go-
dziny) (22). Ta skuteczna i łatwa metoda wykrywania 
patogenów występujących u drobiu jest bardzo istotna 
w diagnostyce stad drobiu, nie tylko z epidemiologicz-
nego i ekonomicznego punktu widzenia, ale również 
ewentualnego zastosowania celowego leczenia (23).

Obecnie monitoring mykoplazmozy drobiu prowa-
dzony jest w oparciu o klasyczne metody serologicz-
ne, jak (SPA) czy testy ELISA, które opierają się na 
wykrywaniu specyficznych przeciwciał. Nie zawsze 
obecność przeciwciał oznacza wystąpienie zakażenia, 
a jedynie pozwalają stwierdzić, że ptak miał kontakt 
z patogenem. Ponadto metody serologiczne mogą być 
wykorzystywane do diagnostyki stad, w których nie 
była stosowana immunoprofilaktyka, ponieważ na ich 
podstawie nie można stwierdzić, czy obecność prze-
ciwciał jest wynikiem zakażenia szczepem terenowym, 
czy są to przeciwciała wytworzone w wyniku odpo-
wiedzi immunologicznej. Zastosowanie metod biologii 
molekularnej pozwala nie tylko na szybką i precyzyjną 
diagnostykę laboratoryjną u ptaków poprzez wykrycie 
infekcji mykoplazmami, ale również umożliwia dalszą 
charakterystykę uzyskanych izolatów, jak i potwier-
dzenie bądź wykluczenie wyników badań serologicz-
nych i hodowlanych. Opisana metoda LAMP pozwala 
na znaczne skrócenie czasu uzyskiwania wyniku badań 
i skuteczne wykrywanie materiału genetycznego MS, 
co w znacznym stopniu może usprawnić diagnostykę 
zarówno u kur, jak i u indyków.

Biorąc pod uwagę, że zakażenia utajone M. synoviae 
mogą nie wywoływać u ptaków objawów klinicznych 
choroby lub wywoływać ją w  warunkach immuno-
supresji spowodowanej innymi czynnikami, bardzo 
istotne jest prowadzenie diagnostyki z zastosowaniem 
różnych technik, które dadzą możliwość uzyskania 
wiarygodnych informacji o badanym patogenie.
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