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Spośród wielu gatunków mykoplazm, jakie wystę-
pują u ptaków, Mycoplasma (M.) synoviae (MS) obok 
M. gallisepticum (MG) i  M. meleagridis, stanowią 
najważniejszy czynnik etiologiczny mykoplazmozy 
drobiu. Patogeny te sprawiają znaczne problemy nie 
tylko w immunoprofilaktyce, ale i w terapii, ponieważ 
długotrwale utrzymują się w organizmie gospodarza, 
mimo prawidłowo funkcjonującej odpowiedzi im-
munologicznej (20, 23). Omijając elementy układu 
odpornościowego, patogeny te mogą prowadzić do 
wystąpienia u  ptaków zakażenia bezobjawowego 
(17). Poszczególne szczepy M. synoviae różnią się 
nie tylko zjadliwością, ale i  tropizmem narządowo-
-tkankowym. Niektóre szczepy są w stanie wywoływać 
zmiany ze strony układu oddechowego, powodując 

zapalenie worków powietrznych, zatok okołonoso-
wych, wycieki z jamy nosowej oraz prychanie. Część 
szczepów M. synoviae wykazuje także predylekcję do 
kolonizacji innych układów narządów, w tym układu 
lokomotorycznego, wywołując zapalenie pochewek 
ścięgnowych oraz stawów skokowych i  śródstopia 
(14, 18, 30, 31). Dodatkowo predylekcja M. synoviae 
do układu rozrodczego może wpływać na zaburzenia 
nieśności i pojawianie się zmian w budowie skorupy 
jaj charakterystycznych dla EAA (eggshell apex ab-
normalities), takich jak chropowatość powierzchni, 
przejaśnienia oraz przezroczystość skorupy (7).

W procesie zakażenia M. synoviae istotna jest droga 
transmisji zarazka. M. synoviae ulega rozprzestrzenie-
niu zarówno drogą poziomą – aerogennie, jak i piono-
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wo – poprzez jaja wylęgowe. W następstwie zakażenia 
M. synoviae stwierdza się spadek odsetka zapłodnienia, 
a także podwyższoną zamieralność zarodków, co skut-
kuje spadkiem wylęgowości. Kongenitalne zakażenia 
zarodków mykoplazmą mogą również powodować 
występowanie u nich szeregu zmian patologicznych 
oraz wad rozwojowych ujawniających się dopiero 
w okresie postnatalnym. Pisklęta z takich lęgów gorzej 
się odchowują i uzyskują gorsze wyniki produkcyjne 
(4, 7, 8, 14). Wzmożony poziom produkcji drobiarskiej 
oraz szeroka wymiana międzynarodowa sprzyjają 
rozprzestrzenianiu się zakażeń MS, o czym świadczy 
wzrost liczby zakażeń w wielu krajach Europy, także 
w Polsce (7, 15). Z tego powodu istotne wydaje się 
określenie patogennego wpływu zakażeń MS na zarod-
ki kurze oraz genotypu MS powodującego największe 
straty w produkcji drobiarskiej.

Celem badań było określenie wpływu zakażenia 
szczepami M. synoviae wyizolowanymi z  układu 
oddechowego i  rozrodczego kur na zarodki kurze 
SPF. W opracowaniu przedstawiono po raz pierwszy 
porównanie patogenności szczepów MS zaszerego-
wanych do różnych grup genotypowych dla zarodków 
kurzych SPF.

Materiał i metody
Do zakażenia zarodków kurzych SPF wykorzystano 

dziesięć szczepów M. synoviae (pochodzących z własnej 
kolekcji) wyizolowanych z dróg oddechowych i z układu 
rozrodczego kur z objawami klinicznymi mykoplazmozy. 
Szczepy wykorzystane do zakażenia namnażano na podło-
żach płynnych i agarze PPLO. Hodowle bulionowe myko-
plazm posiane na agarze PPLO były inkubowane w tempe-
raturze 37°C (± 2°C), w wilgotnej atmosferze, z dodatkiem 
5% CO2 aż do momentu uzyskania wzrostu charaktery-
stycznych kolonii w postaci „sadzonego jaja” (1, 6, 8, 9).

Ekstrakcję DNA z hodowli bulionowej tych szczepów 
prowadzono przy użyciu komercyjnego zestawu QIAamp 
DNA Mini Kit (Qiagen), zgodnie z instrukcją producenta.

Obecność materiału genetycznego M. synoviae potwier-
dzano metodami PCR i  LAMP (Loop-mediated isother-
mal amplification). W reakcji PCR wykorzystano startery 
MSLF (forward primer) i MSsR (rewerse primer) mające 
sekwencje komplementarne do fragmentu genu vlhA 
i  warunki reakcji opracowane przez Hammonda i  wsp. 
(10) z modyfikacją własną. W badaniu PCR zastosowano 
mieszaninę reakcyjną Taq PCR Master Mix (EurX, Polska), 
zawierającą wszystkie niezbędne reagenty. Końcowa obję-
tość mieszaniny reakcyjnej wynosiła 25 µl. W  jej skład 
wchodziło: Master Mix – 12,5 µl, po 1,5 µl każdego ze 
starterów (10 µM) (Genomed, Polska), 7,5 µl wody wolnej 
od RNAz i DNAz oraz 2 µl DNA. Reakcję PCR przepro-
wadzono w termocyklerze Biometra (Niemcy) z profilem 
temperaturowym: etap wstępnej denaturacji przeprowa-
dzono w  94°C przez 2 min, 35 cykli w  94°C przez 3 s 
denaturacja, 55°C przez 30 s przyłączanie starterów, 72°C 
przez 1 min wydłużanie, 72°C przez 7 min wydłużanie koń-
cowe. Produkty powstałe w reakcji amplifikacji rozdzielano 
na 2% żelu agarozowym z  dodatkiem bromku etydyny. 

Otrzymane produkty PCR poddano sekwencjonowaniu  
(Genomed Polska).

W badaniach nad wykrywaniem genu vlhA zastosowano 
także metodę LAMP wykorzystującą amplifikację kwasów 
nukleinowych w  warunkach izotermicznych. Metoda 
została zastosowana zgodnie z opisanymi wcześniej warun-
kami reakcji (16).

Wybrane szczepy M. synoviae klasyfikowano pod wzglę-
dem przynależności do grup genotypowych przy użyciu 
programu MEGA 7 metodą neighbour-joining (NJ) przy 
wartości bootstrop – 1000. Do badań nad patogennością 
szczepów M. synoviae dla zarodków kurzych SPF wybrano 
ostatecznie po dwa szczepy z genotypu G i I, trzy z genotypu 
F oraz po jednym z genotypów C, E i H (ryc. 1).

Do określenia patogennego wpływu zakażenia szczepami 
M. synoviae użyto zarodków kurzych SPF (VALO Bio- 
Media, Niemcy) w 9. dniu inkubacji. Zarodki były inku-
bowane w  temperaturze 37°C (± 2°C) i  wilgotności 
55%. Użyte do zakażenia zarodków szczepy zestawiono 
w  tabeli  1. Ocenę patogenności szczepów dla zarodków 
kurzych SPF dokonano na podstawie zamieralności, masy 
ciała i deformacji w budowie ciała oraz obecności zmian 
anatomopatologicznych w narządach wewnętrznych w sto-
sunku do zarodków niezakażonych (grupy kontrolnej). 

Ryc. 1. Analiza pokrewieństwa 10 badanych szczepów tere-
nowych MS wykorzystanych do określenia patogenności na 
zarodkach kurzych SPF przedstawiona w  postaci drzewa 
filogenetycznego. Dendrogram wykonano metodą najbliższego 
sąsiada (NJ, 1000 powtórzeń)
Objaśnienia: Kolorem zielonym i niebieskim oznaczono szczepy 
wykorzystane do zakażenia zarodków SPF. Szczep referencyjny 
MS oznaczono żółtym trójkątem.

Tab. 1. Szczepy M. synoviae z kolekcji własnej użyte do zaka-
żenia 9-dniowych zarodków kurzych SPF

Lp. Symbol szczepu Genotyp Lp. Symbol szczepu Genotyp

1 98/15PL H   6 K5/15PL I

2 146/15PŁPL E   7 W9/14PL I

3 146-2M/15PL F   8 7ŁpT/15PL G

4 146-3J/15PL F   9 156/14PL G

5 92/16PL F 10 GK1/15PL C
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W  tym celu 9-dniowym zarodkom kurzym SPF, w  gru-
pach po osiem zarodków, podano dożółtkowo 48-godzinną 
hodowlę bulionową poszczególnych szczepów M. synoviae 
w objętości 0,2 ml w koncentracji 104 CFU/ml. Zarodki 
inkubowano do 19. dnia codziennie prześwietlając i oce-
niając ich zamieralność. Zarodki kontrolne inokulowano 
czystym bulionem PPLO w objętości 0,2 ml. Wszystkie 
zarodki zamarłe w ciągu pierwszych 24 godzin po zakażeniu 
traktowano jako zamarcie niespecyficzne. W 19. dniu inku-
bacji zarodki schładzano (2-8°C). Zarodki zamarłe i schło-
dzone poddano dokładnej ocenie, a treść żółtka i zmienione 
narządy pobrano do dalszych badań (reizolacji mykoplazm).

Doświadczenia dotyczące eksperymentalnego zakażenia 
zarodków SPF przeprowadzono za zgodą II Lokalnej Komi-
sji Etycznej ds. Doświadczeń na Zwierzętach z  siedzibą 
w Lublinie (uchwała nr 86/2015 z dnia 15 września 2015 r.).

Wyniki i omówienie
Obecność zmian patologicznych u  zarodków ku-

rzych SPF porównano z zarodkami grupy kontrolnej 
(niezakażonej), a  wyniki przedstawiono w  tabeli 2. 
Zmiany w  postaci redukcji masy ciała wykazano 
u zakażonych zarodków kurzych SPF w dziewięciu 
grupach (F92/16PL, 1/146/15PŁPL, 146-2M/15PL, 
146-3J/15PL, K5/15PL, 7ŁpT/15PL, GK1/15PL, 
W9/14PL, 156/14PL), niedorozwój i  karłowatość 
zarodków w  czterech grupach (146-2M/15PL, 
146-3J/15PL, GK1/15 PL, K5/15PL) (ryc. 2), na-
tomiast przykurcz stóp zarodków stwierdzono 
w przypadku pięciu badanych grup (1/146/15PŁPL, 
146-2M/15PL, 146-3J/15PL, K5/15PL, 7ŁpT/15PL) 
(ryc. 3). Dodatkowo zmiany anatomopatologiczne 
w  postaci przekrwienia tkanki podskórnej i  nacieki 
surowicze w okolicy głowy, bladość wątroby i nerek 
wykazano w siedmiu grupach zakażonych zarodków 
SPF (F92/16PL, 1/146/15PŁPL, 146-2M/15PL, 
146-3J/15PL, K5/15PL, 7ŁpT/15PL, GK1/15PL). 
W  dwóch grupach zarodków obserwowano po-
większenie i  przekrwienie wątroby (1/146/15 PŁPL 

i 7ŁpT/15PL). Zamieralność zarodków wywoływały 
szczepy: 146-2M/15PL, 146-3J/15PL GK1/15PL 
i W9/14PL. Z zarodków wszystkich zakażonych grup 
doświadczalnych reizolowano te same szczepy, któ-
rych użyto do zakażenia. Nie stwierdzono ww. zmian 
u zarodków kontrolnych. Odmienne wyniki w zakresie 
patogenności mykoplazm u drobiu uzyskali Levisohn 
i wsp. w badaniach nad M. gallisepticum (21). Szczepy 
M. gallisepticum, które wykazywały patogenność dla 
zarodków kurzych, nie zawsze były chorobotwórcze 
dla kurcząt (20, 21). Niespójność między zdolnością 
do zakażenia embrionów i piskląt przez M. gallisep-
ticum może odzwierciedlać różnice w  patogenności 

Tab. 2. Średnia masa ciała i zmiany anatomopatologiczne u zarodków kurzych SPF zakażonych eksperymentalnie szczepami 
M. synoviae z kolekcji własnej (n = 8)

Nazwa szczepu Średnia m.c. zarodków 
w g (min-max)

Średnia m.c. 
kontroli w g Zmiany anatomopatologiczne

F92/16PL 23,07 (23,06-28,30) 29,35 niedorozwój zarodka (4/8), surowicze nacieki tkanki podskórnej z tylnej strony głowy (2/8)

1/146/15 PŁ PL 26,63 (19,57-30,87) 31,36 niedorozwój zarodka (1/8), bladość wątroby (4/8), przykurcz stóp (4/8)

146-3J/15PL 20,74 (7,72-27,44) 28,88 karłowatość (2/8), niedorozwój zarodka (2/8), zamieralność (1/8), bladość wątroby (2/8), 
przykurcz stóp (2/8)

146-2M/15PL 26,46 (24,37-27,56) 28,88 karłowatość (1/8), niedorozwój zarodka (1/8), zamieralność (3/8), surowicze nacieki tkanki 
podskórnej z tylnej strony głowy (2/8), przykurcz stóp (2/8)

GK1/15PL 24,58 (22,14-26,43) 28,88 karłowatość (1/8), niedorozwój zarodka (2/8), zamieralność (1/8)

K5/15PL 23,34 (10,12-27,24) 28,05 karłowatość (1/8), niedorozwój zarodka (1/8), zamieralność (1/8), przykurcz stopy (1/8)

98/15PL 26,70 (26,01-27,50) 28,99 brak

7ŁpT/15PL 22,74 (20,83-26,61) 28,05 niedorozwój zarodka (3/8), przykurcz stóp (1/8), bladość wątroby (1/8)

156/14PL 29,10 (25,40-29,90) 31,08 brak

W9/14PL 25,90 (23,64-27,30) 29,59 niedorozwój zarodka (1/8), zamieralność (1/8)

Ryc. 2. Zmiany anatomopatologiczne u zakażonych ekspery-
mentalnie MS zarodków kurzych SPF w postaci ich niedoro-
zwoju w stosunku do zarodka kontrolnego
Objaśnienia: K – zarodek grupy kontrolnej

Ryc. 3. Zmiany anatomopatologiczne u zakażonych ekspery-
mentalnie MS zarodków kurzych SPF w postaci deformacji 
i przykurczów palców
Objaśnienia: K – zarodek grupy kontrolnej
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szczepów tego zarazka dla zarodków kurzych i kurcząt. 
Podobnie jak w przypadku M. gallisepticum, inokula-
cja zarodków różnymi szczepami M. synoviae ujaw-
niła pewne różnice w ich zjadliwości dla embrionów. 
Patogenność dla zarodków kurzych SPF, szczepów 
M. synoviae użytych w  prezentowanych badaniach 
w większości była spójna z  ich chorobotwórczością 
dla kur niosek. Najbardziej patogenne dla zarodków 
kurzych SPF okazały się szczepy scharakteryzowane 
jako genotyp F izolowane z układu rozrodczego kury 
oraz szczepy z genotypu C izolowane z układu odde-
chowego. Powodowały one głównie karłowatość i nie-
dorozwój zarodka, przykurcz stóp oraz wcześniejszą 
ich zamieralność. Jeden szczep z genotypu H i jeden 
z genotypu G izolowane z układu oddechowego nie 
wykazywały patogennego wpływu na zarodki kurze 
SPF.

Patogenność szczepów M. synoviae dla zarodków 
kurzych oraz różnice w  ich zjadliwości wykazano 
również w badaniach innych autorów. Badania prze-
prowadzone przez Lockaby i wsp. (22) obejmowały 
sześć szczepów M. synoviae, którymi zakażano do 
woreczka żółtkowego 7-dniowe zarodki kurze, a na-
stępnie obserwowano pojawienie się zmian charak-
terystycznych dla infekcji tym zarazkiem, takich jak 
przekrwienie i obrzęk tkanki podskórnej (w szczegól-
ności w obrębie głowy) oraz zahamowanie w rozwoju 
(3, 12, 21, 27). Dodatkowo w niektórych badaniach 
stwierdzono krwotok wewnętrzny (11, 20, 32), glinia-
ste przebarwienia wątroby i bladość śledziony (3, 11, 
32) oraz deformacje palców stopy (11). U zarodków 
kurzych w następstwie mieszanego zakażenia M. iners 
i M. synoviae stwierdzono obrzęk stawów z obecno-
ścią serowaciejącego wysięku (32), bladość i przerost 
mięśnia sercowego oraz zwiększoną objętość płynu 
wysiękowego w worku osierdziowym (13). Na skutek 
zakażeń zarodków kurzych i indyczych różnymi my-
koplazmami stwierdzano drobne ogniska martwicze 
i  stany zapalne miąższu wątroby (11, 24), mięśnia 
sercowego (24), worków powietrznych (29), nerek 
(24) i stawów (22, 32). W badaniach prowadzonych 
nad szczepem WVU 1853 M. synoviae izolowanym ze 
stawów kur, stwierdzono zmiany patologiczne w ser-
cu oraz objawy ze strony układu oddechowego u kur 
(13). Podobne objawy stwierdzono u komercyjnych 
brojlerów naturalnie zakażonych M. synoviae (24). 
Prowadzono również badania na zarodkach zakażo-
nych podczas lęgu (w 18. dniu inkubacji) szczepem 
M. synoviae izolowanym uprzednio z zatok indyków. 
Wyklute kurczęta wykazywały głównie objawy ze 
strony układu oddechowego, a w mniejszym stopniu 
ze strony układu lokomotorycznego (2, 28).

W piśmiennictwie niewiele jest informacji doty-
czących oceny patogenności szczepów M. synoviae. 
W przedstawionej pracy po raz pierwszy porównano 
patogenność szczepów MS scharakteryzowanych 
jako sześć różnych genotypów. Prowadzenie dalszych 

badań związanych z oceną patogennego wpływu za-
każenia M. synoviae na układ rozrodczy kur i rozwój 
zarodków wydaje się bardzo istotne ze względu na 
negatywne oddziaływanie na efekty produkcyjne prze-
mysłu drobiarskiego na całym świecie (5, 19, 25, 26).

Wyniki prowadzonych badań jednoznacznie dowo-
dzą, że stada rodzicielskie kur muszą być wolne od za-
każeń M. synoviae. Warunki wolnego handlu pomiędzy 
państwami UE mogą sprzyjać rozprzestrzenianiu się 
zakażeń i  zmienności genetycznej szczepów M.  sy-
noviae. Z  tego względu bardzo ważne jest wczesne 
wykrywanie zakażeń MS w stadach reprodukcyjnych 
dla przeciwdziałania rozprzestrzenianiu się choroby. 
Przestrzeganie kluczowych zasad bioasekuracji, jak 
również szczepień profilaktycznych w  znacznym 
stopniu może ograniczyć występowanie zakażeń MS.
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