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Effect of Mycoplasma synoviae strains isolated from the respiratory and reproductive tracts of chicken
on SPF chicken embryos

Summary

Mycoplasma synoviae (MS) infections in poultry are an important epidemiological and economic problem
in poultry production all over the world. The differences between M. synoviae strains are related to the
pathogenicity and the course of the disease. In recent years, the pathogenicity of M. synoviae strains has
increased, and some of them are capable of causing serious infections. Both horizontal and vertical transmission
routes play an important role in MS infection in flocks. The aim of the study was to determine the impact of
infection with selected MS strains obtained from chickens showing a clinical form of MS infection on SPF
chicken embryos. Ten strains of M. synoviae were used for this purpose. The strains were isolated from the
respiratory tract and the oviduct of chickens with symptoms typical of infection with this pathogen. Genetic
material isolated from liquid cultures of these strains was confirmed by molecular (PCR and LAMP) and
microbiological methods. The selected M. synoviae strains belonged to six different genotypes. Significant
differences in virulence between the strains were demonstrated. In nine infected groups of embryos, M. synoviae
strains caused weight loss, and in seven groups they produced anatomopathological changes characteristic of
mycoplasma infections. The most pathogenic for SPF chicken embryos turned out to be strains characterized
as genotype F isolated from the chicken oviduct and strains of genotype C isolated from the respiratory tract.
One strain of genotype H isolated from the respiratory tract showed no pathogenic effect on SPF chicken
embryos. The study showed that infections with M. synoviae can have a significant impact on the production
of chicken chicks in commercial hatcheries and the economy of the poultry industry.
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Sposrod wielu gatunkéw mykoplazm, jakie wyste-
puja u ptakow, Mycoplasma (M.) synoviae (MS) obok
M. gallisepticum (MQG) 1 M. meleagridis, stanowia
najwazniejszy czynnik etiologiczny mykoplazmozy
drobiu. Patogeny te sprawiajg znaczne problemy nie
tylko w immunoprofilaktyce, ale i w terapii, poniewaz
dtugotrwale utrzymuja si¢ w organizmie gospodarza,
mimo prawidlowo funkcjonujgcej odpowiedzi im-
munologicznej (20, 23). Omijajgc elementy uktadu
odpornosciowego, patogeny te moga prowadzi¢ do
wystgpienia u ptakow zakazenia bezobjawowego
(17). Poszczegbdlne szczepy M. synoviae rdznig si¢
nie tylko zjadliwoscia, ale i1 tropizmem narzadowo-
-tkankowym. Niektore szczepy s w stanie wywotywac
zmiany ze strony uktadu oddechowego, powodujac

zapalenie workow powietrznych, zatok okotonoso-
wych, wycieki z jamy nosowej oraz prychanie. Czes$¢
szczepOw M. synoviae wykazuje takze predylekcje do
kolonizacji innych uktadéw narzadéw, w tym uktadu
lokomotorycznego, wywotujac zapalenie pochewek
sciggnowych oraz stawow skokowych i $rodstopia
(14, 18, 30, 31). Dodatkowo predylekcja M. synoviae
do uktadu rozrodczego moze wptywac na zaburzenia
niesnosci 1 pojawianie si¢ zmian w budowie skorupy
jaj charakterystycznych dla EAA (eggshell apex ab-
normalities), takich jak chropowato$¢ powierzchni,
przejasnienia oraz przezroczystos¢ skorupy (7).

W procesie zakazenia M. synoviae istotna jest droga
transmisji zarazka. M. synoviae ulega rozprzestrzenie-
niu zar6wno drogg pozioma — aerogennie, jak 1 piono-
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wo — poprzez jaja wylegowe. W nastepstwie zakazenia
M. synoviae stwierdza si¢ spadek odsetka zaptodnienia,
a takze podwyzszong zamieralno$¢ zarodkow, co skut-
kuje spadkiem wylegowosci. Kongenitalne zakazenia
zarodkéw mykoplazmg moga réwniez powodowac
wystgpowanie u nich szeregu zmian patologicznych
oraz wad rozwojowych ujawniajacych si¢ dopiero
w okresie postnatalnym. Piskleta z takich legdw gorzej
si¢ odchowuja i uzyskuja gorsze wyniki produkcyjne
(4,7, 8, 14). Wzmozony poziom produkcji drobiarskiej
oraz szeroka wymiana mi¢dzynarodowa sprzyjaja
rozprzestrzenianiu si¢ zakazen MS, o czym $wiadczy
wzrost liczby zakazen w wielu krajach Europy, takze
w Polsce (7, 15). Z tego powodu istotne wydaje si¢
okreslenie patogennego wptywu zakazen MS na zarod-
ki kurze oraz genotypu MS powodujacego najwigksze
straty w produkcji drobiarskie;j.

Celem badan byto okreslenie wptywu zakazenia
szczepami M. synoviae wyizolowanymi z uktadu
oddechowego 1 rozrodczego kur na zarodki kurze
SPF. W opracowaniu przedstawiono po raz pierwszy
poréwnanie patogennos$ci szczepdw MS zaszerego-
wanych do r6znych grup genotypowych dla zarodkéw
kurzych SPF.

Materiatl i metody

Do zakazenia zarodkoéw kurzych SPF wykorzystano
dziesie¢ szczepow M. synoviae (pochodzacych z wihasnej
kolekeji) wyizolowanych z dréog oddechowych i z uktadu
rozrodczego kur z objawami klinicznymi mykoplazmozy.
Szczepy wykorzystane do zakazenia namnazano na podto-
zach ptynnych i agarze PPLO. Hodowle bulionowe myko-
plazm posiane na agarze PPLO byly inkubowane w tempe-
raturze 37°C (£ 2°C), w wilgotnej atmosferze, z dodatkiem
5% CO, az do momentu uzyskania wzrostu charaktery-
stycznych kolonii w postaci ,,sadzonego jaja” (1, 6, 8, 9).

Ekstrakcje DNA z hodowli bulionowej tych szczepow
prowadzono przy uzyciu komercyjnego zestawu QIAamp
DNA Mini Kit (Qiagen), zgodnie z instrukcja producenta.

Obecno$¢ materialu genetycznego M. synoviae potwier-
dzano metodami PCR i LAMP (Loop-mediated isother-
mal amplification). W reakcji PCR wykorzystano startery
MSLF (forward primer) i MSsR (rewerse primer) majace
sekwencje komplementarne do fragmentu genu vlhA
1 warunki reakcji opracowane przez Hammonda i wsp.
(10) z modyfikacja wtasng. W badaniu PCR zastosowano
mieszaning reakcyjng Taq PCR Master Mix (EurX, Polska),
zawierajaca wszystkie niezbedne reagenty. Koncowa obje-
to$¢ mieszaniny reakcyjnej wynosita 25 pl. W jej sktad
wchodzito: Master Mix — 12,5 ul, po 1,5 pl kazdego ze
starterow (10 pM) (Genomed, Polska), 7,5 ul wody wolne;j
od RNAz i DNAz oraz 2 ul DNA. Reakcje PCR przepro-
wadzono w termocyklerze Biometra (Niemcy) z profilem
temperaturowym: etap wstepnej denaturacji przeprowa-
dzono w 94°C przez 2 min, 35 cykli w 94°C przez 3 s
denaturacja, 55°C przez 30 s przylaczanie starterow, 72°C
przez 1 min wydluzanie, 72°C przez 7 min wydhuzanie kon-
cowe. Produkty powstate w reakcji amplifikacji rozdzielano
na 2% zelu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny.
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Ryec. 1. Analiza pokrewienstwa 10 badanych szczepéw tere-
nowych MS wykorzystanych do okreslenia patogennosci na
zarodkach kurzych SPF przedstawiona w postaci drzewa
filogenetycznego. Dendrogram wykonano metoda najblizszego
sgsiada (NJ, 1000 powtorzen)

Objasnienia: Kolorem zielonym i niebieskim oznaczono szczepy
wykorzystane do zakazenia zarodkow SPF. Szczep referencyjny
MS oznaczono z6ttym trojkatem.

Otrzymane produkty PCR poddano sekwencjonowaniu
(Genomed Polska).

W badaniach nad wykrywaniem genu vlhA zastosowano
takze metod¢ LAMP wykorzystujaca amplifikacje kwasow
nukleinowych w warunkach izotermicznych. Metoda
zostala zastosowana zgodnie z opisanymi wczesniej warun-
kami reakcji (16).

Wybrane szczepy M. synoviae klasyfikowano pod wzgle-
dem przynaleznosci do grup genotypowych przy uzyciu
programu MEGA 7 metodg neighbour-joining (NJ) przy
wartosci bootstrop — 1000. Do badan nad patogennoscig
szczepow M. synoviae dla zarodkoéw kurzych SPF wybrano
ostatecznie po dwa szczepy z genotypu G i, trzy z genotypu
F oraz po jednym z genotypow C, E i H (ryc. 1).

Do okreslenia patogennego wptywu zakazenia szczepami
M. synoviae uzyto zarodkow kurzych SPF (VALO Bio-
Media, Niemcy) w 9. dniu inkubacji. Zarodki byty inku-
bowane w temperaturze 37°C (£ 2°C) i wilgotnosci
55%. Uzyte do zakazenia zarodkow szczepy zestawiono
w tabeli 1. Oceng patogennosci szczepow dla zarodkow
kurzych SPF dokonano na podstawie zamieralno$ci, masy
ciata i deformacji w budowie ciata oraz obecnosci zmian
anatomopatologicznych w narzadach wewnetrznych w sto-
sunku do zarodkéw niezakazonych (grupy kontrolnej).

Tab. 1. Szczepy M. synoviae z kolekcji wlasnej uzyte do zaka-
zenia 9-dniowych zarodkéw kurzych SPF

Lp. | Symbol szczepu | Genotyp | Lp. | Symbol szczepu | Genotyp
1 | 98/15PL H 6 | K5/15PL |
2 | 146/15PLPL E 7 | W9/14PL |
3 | 146-2M/15PL F 8 | TLpTASPL G
4 | 146-3J/15PL F 9 | 156/14PL G
5 | 92/16PL F 10 | GK1/15PL C
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Tab. 2. Srednia masa ciala i zmiany anatomopatologiczne u zarodkéw kurzych SPF zakazonych eksperymentalnie szczepami

M. synoviae z kolekcji wlasnej (n = 8)

Nazwa szczepu Sred‘zig &?ﬁ_zl:;zt)ikow if;'::i Tl; Zmiany anatomopatologiczne
F92/16PL 23,07 (23,06-28,30) 29,35 niedorozwdj zarodka (4/8), surowicze nacieki tkanki podskérnej z tylnej strony gtowy (2/8)
1/146/15 PL. PL 26,63 (19,57-30,87) 31,36 niedorozwdj zarodka (1/8), blado$¢ watroby (4/8), przykurcz stép (4/8)
146-3J/15PL 20,74 (7,72-27,44) 28,88 :?zr;?(n,::tzo:ro(pz{g}a )niedorozwﬂi zarodka (2/8), zamieralnosé (1/8), blado$é watroby (2/8),
146-2MA5PL 26,46 (24,37-27,56) 28,88 I;z:::l\:éarﬁéz(&/ﬁ‘)éinsitt:gg‘r,o;mﬁv z?;;)éi)lfapg‘/’ﬁzl,"z;I;Iti(;eﬁlzlllg?é (3/8), surowicze nacieki tkanki
GK1/15PL 24,58 (22,14-26,43) 28,88 kartowato$¢ (1/8), niedorozwdéj zarodka (2/8), zamieralno$é (1/8)
K5/15PL 23,34 (10,12-27,24) 28,05 kartowato$¢ (1/8), niedorozwdj zarodka (1/8), zamieralno$¢ (1/8), przykurcz stopy (1/8)
98/15PL 26,70 (26,01-27,50) 28,99 brak
TEpTASPL 22,74 (20,83-26,61) 28,05 niedorozwoj zarodka (3/8), przykurcz stp (1/8), bladosé watroby (1/8)
156/14PL 29,10 (25,40-29,90) 31,08 brak
W9/14PL 25,90 (23,64-27,30) 29,59 niedorozwoj zarodka (1/8), zamieralnosé (1/8)

W tym celu 9-dniowym zarodkom kurzym SPF, w gru-
pach po osiem zarodkow, podano dozéttkowo 48-godzinng
hodowle bulionowg poszczegolnych szczepow M. synoviae
w objetosci 0,2 ml w koncentracji 10* CFU/ml. Zarodki
inkubowano do 19. dnia codziennie przeswietlajac i oce-
niajac ich zamieralnos¢. Zarodki kontrolne inokulowano
czystym bulionem PPLO w objetosci 0,2 ml. Wszystkie
zarodki zamarte w ciggu pierwszych 24 godzin po zakazeniu
traktowano jako zamarcie niespecyficzne. W 19. dniu inku-
bacji zarodki schtadzano (2-8°C). Zarodki zamarte i schto-
dzone poddano doktadnej ocenie, a tre$¢ zottka i zmienione
narzady pobrano do dalszych badan (reizolacji mykoplazm).

Doswiadczenia dotyczace eksperymentalnego zakazenia
zarodkow SPF przeprowadzono za zgoda 11 Lokalnej Komi-
sji Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierzetach z siedziba
w Lublinie (uchwata nr 86/2015 z dnia 15 wrze$nia 2015 r.).

Wyniki i omowienie

Obecnos¢ zmian patologicznych u zarodkéw ku-
rzych SPF poréwnano z zarodkami grupy kontrolnej
(niezakazonej), a wyniki przedstawiono w tabeli 2.
Zmiany w postaci redukcji masy ciata wykazano
u zakazonych zarodkéw kurzych SPF w dziewigciu
grupach (F92/16PL, 1/146/15PLPL, 146-2M/15PL,
146-3J/15PL, K5/15PL, 7LpT/15PL, GK1/15PL,
WO9/14PL, 156/14PL), niedorozwdj 1 kartowatos¢
zarodkow w czterech grupach (146-2M/15PL,
146-3J/15PL, GK1/15 PL, K5/15PL) (ryc. 2), na-
tomiast przykurcz stop zarodkow stwierdzono
w przypadku pigciu badanych grup (1/146/15PLPL,
146-2M/15PL, 146-3J/15PL, K5/15PL, 7LpT/15PL)
(ryc. 3). Dodatkowo zmiany anatomopatologiczne
w postaci przekrwienia tkanki podskérnej i nacieki
surowicze w okolicy glowy, blado§¢ watroby i nerek
wykazano w siedmiu grupach zakazonych zarodkow
SPF (F92/16PL, 1/146/15PLPL, 146-2M/15PL,
146-3J/15PL, K5/15PL, 7LpT/15PL, GK1/15PL).
W dwéch grupach zarodkéw obserwowano po-
wiekszenie 1 przekrwienie watroby (1/146/15 PLPL

1 7LpT/15PL). Zamieralno$¢ zarodkéw wywotywaly
szczepy: 146-2M/15PL, 146-3J/15PL GK1/15PL
1 W9/14PL. Z zarodkoéw wszystkich zakazonych grup
doswiadczalnych reizolowano te same szczepy, kto-
rych uzyto do zakazenia. Nie stwierdzono ww. zmian
u zarodkéw kontrolnych. Odmienne wyniki w zakresie
patogennosci mykoplazm u drobiu uzyskali Levisohn
1wsp. w badaniach nad M. gallisepticum (21). Szczepy
M. gallisepticum, ktore wykazywaty patogennos¢ dla
zarodkow kurzych, nie zawsze byty chorobotworcze
dla kurczat (20, 21). Niespojnos¢ miedzy zdolnoscia
do zakazenia embriondw i pisklat przez M. gallisep-
ticum moze odzwierciedla¢ rdznice w patogennosci

Rye. 2. Zmiany anatomopatologiczne u zakazonych ekspery-
mentalnie MS zarodkéw kurzych SPF w postaci ich niedoro-
zwoju w stosunku do zarodka Kontrolnego

Objasnienia: K — zarodek grupy kontrolnej

Ryec. 3. Zmiany anatomopatologiczne u zakazonych ekspery-
mentalnie MS zarodkéw kurzych SPF w postaci deformacji
i przykurczow palcéw

Objasnienia: K — zarodek grupy kontrolnej
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szczepdw tego zarazka dla zarodkow kurzych i kurczat.
Podobnie jak w przypadku M. gallisepticum, inokula-
cja zarodkéw réznymi szczepami M. synoviae ujaw-
nita pewne roznice w ich zjadliwosci dla embriondw.
Patogennos¢ dla zarodkéw kurzych SPF, szczepow
M. synoviae uzytych w prezentowanych badaniach
w wiekszosci byta spojna z ich chorobotwdrczoscia
dla kur niosek. Najbardziej patogenne dla zarodkdéw
kurzych SPF okazaty si¢ szczepy scharakteryzowane
jako genotyp F izolowane z uktadu rozrodczego kury
oraz szczepy z genotypu C izolowane z uktadu odde-
chowego. Powodowaly one gtéwnie kartowato$¢ i nie-
dorozwdj zarodka, przykurcz stop oraz wczesniejsza
ich zamieralno$¢. Jeden szczep z genotypu H 1 jeden
z genotypu G izolowane z uktadu oddechowego nie
wykazywaty patogennego wplywu na zarodki kurze
SPF.

Patogenno$¢ szczepéw M. synoviae dla zarodkow
kurzych oraz réznice w ich zjadliwosci wykazano
réwniez w badaniach innych autorow. Badania prze-
prowadzone przez Lockaby i wsp. (22) obejmowaly
sze$¢ szczepdw M. synoviae, ktérymi zakazano do
woreczka zottkowego 7-dniowe zarodki kurze, a na-
stepnie obserwowano pojawienie si¢ zmian charak-
terystycznych dla infekcji tym zarazkiem, takich jak
przekrwienie i obrzek tkanki podskornej (w szczeg6l-
no$ci w obrgbie gtowy) oraz zahamowanie w rozwoju
(3, 12, 21, 27). Dodatkowo w niektorych badaniach
stwierdzono krwotok wewnetrzny (11, 20, 32), glinia-
ste przebarwienia watroby i blados¢ §ledziony (3, 11,
32) oraz deformacje palcow stopy (11). U zarodkow
kurzych W nastepstwie mieszanego zakazenia M. iners
1 M. synoviae stwierdzono obrzek stawow z obecno-
$cig serowaciejgcego wysieku (32), blado$¢ i przerost
mig$nia sercowego oraz zwigkszong objetos¢ ptynu
wysiekowego w worku osierdziowym (13). Na skutek
zakazen zarodkow kurzych i indyczych réznymi my-
koplazmami stwierdzano drobne ogniska martwicze
1 stany zapalne migzszu watroby (11, 24), mig$nia
sercowego (24), workow powietrznych (29), nerek
(24) 1 stawow (22, 32). W badaniach prowadzonych
nad szczepem WVU 1853 M. synoviae izolowanym ze
stawow kur, stwierdzono zmiany patologiczne w ser-
cu oraz objawy ze strony uktadu oddechowego u kur
(13). Podobne objawy stwierdzono u komercyjnych
brojleréw naturalnie zakazonych M. synoviae (24).
Prowadzono rowniez badania na zarodkach zakazo-
nych podczas legu (w 18. dniu inkubacji) szczepem
M. synoviae izolowanym uprzednio z zatok indykow.
Wyklute kurczgta wykazywaty gléwnie objawy ze
strony uktadu oddechowego, a w mniejszym stopniu
ze strony uktadu lokomotorycznego (2, 28).

W pismiennictwie niewiele jest informacji doty-
czacych oceny patogennosci szczepdw M. synoviae.
W przedstawionej pracy po raz pierwszy poréwnano
patogenno$¢ szczepow MS scharakteryzowanych
jako sze$¢ r6znych genotypow. Prowadzenie dalszych
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badan zwigzanych z oceng patogennego Wplywu za-
kazenia M. synoviae na uktad rozrodczy kur i rozwoj
zarodkéw wydaje si¢ bardzo istotne ze wzgledu na
negatywne oddziatywanie na efekty produkcyjne prze-
mystu drobiarskiego na catym $wiecie (5, 19, 25, 26).

Wyniki prowadzonych badan jednoznacznie dowo-
dza, ze stada rodzicielskie kur musza by¢ wolne od za-
kazen M. synoviae. Warunki wolnego handlu pomle;dzy
panstwami UE moga sprzyjac rozprzestrzemamu si¢
zakazen i zmiennoS$ci genetycznej szczepdw M. sy-
noviae. Z tego wzgledu bardzo wazne jest wczesne
wykrywanie zakazen MS w stadach reprodukcyjnych
dla przeciwdziatania rozprzestrzenianiu si¢ choroby.
Przestrzeganie kluczowych zasad bioasekuracji, jak
rowniez szczepien profilaktycznych w znacznym
stopniu moze ograniczy¢ wystepowanie zakazen MS.
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