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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.
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Mycoplasma synoviae (MS) jest jednym z waznych
patogenow drobiu, odpowiedzialnym za znaczne starty
ekonomiczne w produkcji drobiarskiej. Zarowno u kur,
jak 1u indykow spektrum patogennego oddziatywania
MS skutkuje zapaleniem stawow, ewentualnie zapale-
niem workow powietrznych, a takze — w §wietle badan
z ostatnich lat — u kur dodatkowo moze wptywac¢ na
funkcje uktadu rozrodczego, wywotujac syndrom ano-
malii wierzchotka skorupy jaja (egg apical abnormality
— EAA). Infekcje MS wystepuja czgsto w zakaze-
niach mieszanych z Mycoplasma gallisepticum (MG),
Ornithobacterium rhinotracheale (ORT), E. coli,
z wirusami zakaznego zapalenia oskrzeli (IBV) kur
1z wirusem rzekomego pomoru drobiu (NDV) (7, 20).
Zakazenia MS bardzo czgsto przebiegaja w postaci
subklinicznej, a zakazone ptaki mogg pozostawac
bezobjawowymi siewcami az do momentu wystgpienia
oznak choroby (objawy kliniczne i zaburzenia w repro-
dukcji). Z tego tez powodu bardzo istotna jest szybka
1 precyzyjna diagnoza. Wstepne rozpoznanie zakazen
M. synoviae jest wykonywane z uzyciem testow se-
rologicznych, takich jak aglutynacja plytowa (SPA)
1 ELISA (38). Pozwalaja one na skuteczng i szybka
diagnozg¢ infekcji w oparciu o obecno$¢ swoistych
przeciwciat anty-MS, ktére mozna wykry¢ po ok.
7-14 dniach po zakazeniu, a ich obecno$¢ swiadczy
o kontakcie ptakow z patogenem (6, 32). Czestym

problemem w interpretacji uzyskanych wynikow
badan serologicznych sg reakcje krzyzowe z anty-
genami innych mykoplazm, np. z M. gallisepticum.
W diagnostyce dostepna jest rowniez klasyczna metoda
hodowlana (badanie mikrobiologiczne) polegajaca na
wykrywaniu zakazen mykoplazmami z zastosowa-
niem podtozy selektywnych, okreslonych jako PPLO
(pleuropneumonia like organizm), na ktérych mozna
wykaza¢ obecnos¢ zywych mykoplazm. Jest to metoda
bardzo warto$ciowa, uznawana za tzw. ztoty standard,
lecz izolacja patogenu na podlozach jest praco- i cza-
sochtonna (2, 6, 9).

Jedng z mozliwosci diagnostyki mykoplazmozy
sa metody biologii molekularnej. Na podstawie tych
metod wykazano, ze MS charakteryzuje si¢ matg za-
wartoscig zasad G+C. Podobnie jak inne mykoplazmy
posiada niewielki genom bedacy rezultatem ewolucji,
na skutek ktorej utracity rézne mechanizmy w swoim
metabolizmie. Diagnostyka molekularna MS oparta
na reakcji fancuchowej polimerazy (PCR) pozwala na
szybkie wykrywanie wielu kopii fragmentéw materiatu
genetycznego (DNA) z niewielkiej objetosci probki
pobranej do badan. Moze by¢ oparta na klasycznym
PCR skierowanym na amplifikacj¢ genu 16S rRNA
o wysokiej czutosci 10 fg, opisanym przez Zhao i wsp.
(44). W 1995 r. Garcia i wsp. (12) oraz Laureman
1wsp. (25) opracowali metode multispecies PCR-RFLP
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(restriction fragment length polymorphism), dzigki
ktérej mozna wykry¢ rownoczesnie zakazenie trzema
gatunkami mykoplazm: MS, MG i Mycoplasma iowae
(MI). Z kolei w metodzie opisanej przez Lauermana
1 wsp. (24) uzyte startery pozwolily na amplifikacje
fragmentu miedzygenowego regionu 16S/23S rRNA
MS. Potwierdzili to réwniez Ramirez 1 wsp. (33, 34).
Takze dzigki zastosowaniu metody RFLP mozliwe
jest zroznicowanie dziewieciu gatunkow mykoplazm.
Podobna metode wykorzystali Fan 1 wsp. (5) ampli-
fikujac 1026 par zasad z fragmentu genu 16S ryboso-
malnego RNA. Zastosowanie szeSciu roznych enzy-
mow restrykeyjnych (Hpal, Hhal, Haelll, Hphl, FokI,
1 NlalV) pozwala na rownoczesne rdéznicowanie az
czternastu gatunkow mykoplazm, w tym MS. Metoda
ta jest wykorzystywana wylacznie do identyfikacji
czystych hodowli, np. uzyskanych badaniami mikro-
biologicznymi, podobnie jak czesto uzywana metoda
losowej amplifikacji polimorficznego DNA (random
amplified polymorphic DNA — RAPD) oraz polimor-
fizm dhugosci amplifikowanych fragmentow (ampli-
fied fragment length polymorphism — AFLP) opisane
przez Feberwee 1 wsp. (8) w 2005 r. W metodach tych
wykorzystuje si¢ dwie pary enzymdw, co pozwala na
genotypowanie szczepdw MS (5, 24). Opisane techniki
sa homologiczne i okazaly si¢ dobrym narz¢dziem do
réznicowania molekularnego gatunkéw mykoplazm,
ale sg one dosy¢ kosztowne i czasochtonne.

Analiza uzyskanego produktu PCR w czasie rze-
czywistym (real-time PCR; qPCR) charakteryzuje si¢
wyzszg czutoscig 1 wydajnoscig w stosunku do metod
konwencjonalnych (PCR), ale wymaga wysoce spe-
cjalistycznego sprzetu, ktory pozwala na rejestracje
sygnatu fluorescencyjnego. Emitowany sygnat jest
proporcjonalny do ilo$ci uzyskanego w reakcji DNA
(10, 35). Metody amplifikacji fragmentow regionu
16S rRNA czy fragmentu miedzygenowego 16-23S
rRNA moga, niestety, dawac wyniki fatszywie dodatnie
ze wzgledu na fakt, ze sekwencje te moga wystepo-
wac u wigcej niz jednego gatunku mykoplazm (35).
Migdzygatunkowe reakcje krzyzowe z innymi myko-
plazmami wystepujacymi u ptakéw obserwowano np.
pomiedzy MG a M. imitans, ktore opisata Kempf (19).
W ostatnich latach Zhixun Xie 1 wsp. (45) opracowali
nowoczesng metode elektroforezy kapilarnej (GeXP)
umozliwiajaca szybki rozdziat produktu PCR z duza
czuto$cia. Dzigki tej metodzie mozna wykry¢ w jednej
reakcji dziewig¢ roznych patogendéw odpowiedzial-
nych za infekcje drog oddechowych u ptakoéw. Nowa,
czuta metoda pozwala wykry¢ M. synoviae juz przy
10? kopii/pl oraz zidentyfikowa¢ inne patogeny, takie
jak: wirusy grypy ptakéw (Al), w tym podtypy HS,
H7 i H9, wirusy zakaznego zapalenia oskrzeli (IBV),
choroby Newcastle (NDV), zakaznego zapalenia
krtani 1 tchawicy (ILT), Mycoplasma gallisepticum
(MQG) 1 Avibacterium paragallinarum (HPG). Z kolei
opracowana przez McAuliffe i wsp. (27) elektroforeza
w gradiencie st¢zen czynnika denaturujacego (denatu-
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ring gradient gel electrophoresis — DGGE) okazata si¢
wysoce specyficzng, a dodatkowo pozwala na jedno-
czesng identyfikacj¢ 32 gatunkéw mykoplazm, w tym
dziesigciu wystepujacych u ptakow, miedzy innymi
MS. Metoda ta oparta jest na wykrywaniu regionu V3
genu 16S rRNA 1 polega na spowalnianiu migracji frag-
mentdw DNA poprzez uzycie czynnika denaturujgcego
w roéznych stezeniach. Umozliwia to lepszy rozdziat
produktow PCR w zelu, a fragmenty DNA zatrzymu-
jac sie na réznych wysokosciach, tworza w zelu tzw.
sciezki , fingerprint”. Dzigki tej metodzie mozliwe jest
réznicowanie szczepdw w obregbie poszczegdlnych
gatunkoéw, jak rowniez detekcja nowych gatunkow
mykoplazm. Jedynym mankamentem opisanej metody
jest dtugi czas potrzebny do uzyskania koncowego
wyniku badania.

W wielu metodach molekularnych wykorzystuja-
cych technike PCR zastosowano rézne startery do
wykrywania poszczeg6dlnych fragmentow genow
M. synoviae, jednak startery oparte na sekwencjach
specyficznych regionéw genu, jakim dla MS jest
gen vlhA (variable lipoprotein and haemagglutinin),
wydaja si¢ w tej chwili najbardziej powszechne.
Nowoczesne techniki biologii molekularnej pozwalaja
uwidoczni¢ szczegdlne cechy genetyczne MS. Gen
vlhA jest jedynym w genomie zidentyfikowanym jako
gen docelowy dla MS TS (temperature sensitivity) (3).
Ulega on potranslacyjnemu rozczepieniu do dwoch
biatek powierzchniowych: MSPB — powierzchniowa
lipoproteing kodowang przez region 5’ tego genu
1 MSPA — hemaglutyning kodowang przez region 3’
tego genu (28-30). Oparte na stopniu zmiennosci se-
kwencje genu vlhA mozna podzieli¢ na trzy gldwne
regiony: konserwatywny, pélzmienny i wysoce zmien-
ny (29). Dla przyktadu: w calej sekwencji genomu
szczepu 53 (MS53) gen vlhA zawiera 64 geny, ktore
stanowig wigcej niz 8% genomu (GenBank AEQ17245)
(39). Tylko jeden z calej rodzmy gendw MS vlhA
zawiera promotor, a reszta genow okreslana jest jako
pseudogeny. Gen ten jest zarowno wielkosciowo, jak
i fazowo zmienny. Wykrywanie zmiennego genu vlhA
w oparciu o konserwatywny region 5°, a nastepnie
sekwencjonowanie DNA wykorzystuje si¢ do klasyfi-
kacji szczepow, a takze w badaniach epidemiologicz-
nych (1, 3, 14, 15, 17, 36, 40). Okreslenie sekwencji
nukleotydowej produktow PCR dla okreslonego genu
vlhA daje mozliwo$¢ analizy filogenetycznej szczepow
terenowych MS oraz umozliwia szczegétowe poznanie
cech genetycznych (genotypowanie). Stosunkowo
szybka i niedroga technika wykrywania mutacji, jaka
jest polimorfizm konformacji jednoniciowych frag-
mentow (single-strand conformation polymorphism —
SSCP) oraz analiza krzywej topnienia (high-resolution
melting — HRM) sg bardzo uzytecznym narz¢dziem do
bezposredniej analizy zmiennosci genetycznej myko-
plazm, a w szczegdlnosci w przypadku koniecznos$ci
przeanalizowania wickszej liczby probek (4, 21).
Ponadto, analiza HRM moze by¢ stosowana do geno-
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typowania i wykazania mutacji szczepow mykoplazm
(17). Dodatkowo wprowadzenie nowych barwnikow
fluorescencyjnych, takich jak LCGreen czy SYTO 9
usprawnito metod¢ HRM wykorzystywang w bada-
niach klinicznych i1 epidemiologicznych (13, 21).

W badaniach diagnostycznych dla M. synoviae
przydatna moze okazac¢ si¢ takze metoda amplifikacji
w warunkach statej 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 r6znych
patogenow, takich jak Shigella spp., Salmonella spp.,
E. coli (11) oraz do wykrywania zakazen wirusowych
1 grzybiczych u ludzi i zwierzat (16, 18, 26, 37, 41-
-43). Polega ona na syntezie nici DNA dzi¢ki obec-
nosci polimerazy Bst lub Bsm DNA oraz dwoch lub
trzech par starterow komplementarnych do szesciu
lub o$miu réznych regionéw danego genu (11, 31).
W metodzie tej wykorzystywana jest para starteréw
wewnetrznych (FIP — Forward Inner Primer i BIP —
Backward Inner Primer), zewnetrznych (F3 — Forward
1 B3 — Backward) oraz tzw. starterow zapetlajacych
(FL — Loop Farward i BL — Loop Backward), ktore
umozliwiajg szybsze wykrywanie specyficznego DNA
(31, 41). Zaleta tej metody przy wykrywaniu genu vIhA
jest jej wysoka czulo$¢, nawet 1000 razy wigksza niz
konwencjonalny PCR (107" CFU/ml). Dodatkowo jej
atutami sg warunki izotermiczne reakcji (63°C) oraz
krotki czas potrzebny do uzyskania wyniku (ok. 1 go-
dziny) (22). Ta skuteczna i tatwa metoda wykrywania
patogenow wystepujacych u drobiu jest bardzo istotna
w diagnostyce stad drobiu, nie tylko z epidemiologicz-
nego i ekonomicznego punktu widzenia, ale rowniez
ewentualnego zastosowania celowego leczenia (23).

Obecnie monitoring mykoplazmozy drobiu prowa-
dzony jest w oparciu o klasyczne metody serologicz-
ne, jak (SPA) czy testy ELISA, ktore opieraja si¢ na
wykrywaniu specyficznych przeciwcial. Nie zawsze
obecnos¢ przeciwciat oznacza wystapienie zakazenia,
a jedynie pozwalaja stwierdzi¢, ze ptak miat kontakt
z patogenem. Ponadto metody serologiczne moga by¢
wykorzystywane do diagnostyki stad, w ktorych nie
byta stosowana immunoprofilaktyka, poniewaz na ich
podstawie nie mozna stwierdzi¢, czy obecno$¢ prze-
ciwciat jest wynikiem zakazenia szczepem terenowym,
czy sa to przeciwciala wytworzone w wyniku odpo-
wiedzi immunologicznej. Zastosowanie metod biologii
molekularnej pozwala nie tylko na szybka i precyzyjna
diagnostyke laboratoryjna u ptakow poprzez wykrycie
infekcji mykoplazmami, ale rowniez umozliwia dalsza
charakterystyke uzyskanych izolatow, jak i potwier-
dzenie badz wykluczenie wynikow badan serologicz-
nych i hodowlanych. Opisana metoda LAMP pozwala
na znaczne skrocenie czasu uzyskiwania wyniku badan
1 skuteczne wykrywanie materiatu genetycznego MS,
co w znacznym stopniu moze usprawni¢ diagnostyke
zarowno u kur, jak i u indykow.
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Biorac pod uwage, ze zakazenia utajone M. synoviae
moga nie wywotywac u ptakéw objawoéw klinicznych
choroby lub wywotywaé ja w warunkach immuno-
supresji spowodowanej innymi czynnikami, bardzo
istotne jest prowadzenie diagnostyki z zastosowaniem
roznych technik, ktére dadza mozliwos¢ uzyskania
wiarygodnych informacji o badanym patogenie.
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