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Streszczenie

Bakterie z rodzaju Mycoplasma to szeroko rozprzestrzenione w przyrodzie
najmniejsze samoreplikujace si¢ organizmy priokariotyczne. Znaczna wigkszo$¢
poznanych do tej pory gatunkéw mykoplazm jest zaliczana do drobnoustrojow
komensalnych lub oportunistycznych. Mykoplazmy zazwyczaj wykazuja duzg
specyficznos¢ w odniesieniu do gospodarza, jednak niektére gatunki moga by¢ izolowane
od kilku réznych gospodarzy. Mykoplazmy wykazuja tropizm tkankowy i uktadowy,
chociaz rozne szczepy jednego gatunku moga wykazywac predylekcje do réznych tkanek
organizmu. Poziom patogennosci lub zdolno$ci do rozprzestrzeniania si¢ s3
wlasciwosciami, ktore mogg by¢ rézne dla poszczegdlnych szczepdw jednego gatunku
mykoplazmy. Ustalenie cech odpowiedzialnych za patogenno$¢ oraz wystgpowanie
danego gatunku mykoplazm u okreslonego gospodarza jest przedmiotem wielu badan,
jednak wiedza na ten temat jest w dalszym ciggu niewystarczajaca.

Celem podjetych badan byta ocena wystgpowania Mycoplasma spp. w populacji
ptakow wolno zyjacych i gotebi z wykorzystaniem metod biologii molekularnej. Badania
probek pochodzacych od 1170 ptakéw wolno zyjacych réznych gatunkéw oraz 179
gotebi hodowlanych pozwolity na wyodrgbnienie gatunkow ptakow, u ktérych
prewalencja Mycoplasma spp. osiagneta szczegdlnie wysoki poziom. Wykazano, ze
golebie sg jednym z gatunkéw charakteryzujacych sie¢ wysoka prewalencja zakazen
Mycoplasma spp. Zastosowanie metod opracowanych do wykrywania swoistych dla
golebi gatunkow mykoplazm pozwolito na analiz¢ wptywu obecnos$ci poszczegdlnych
gatunkOw mykoplazm na stan zdrowia golebi. Stwierdzono, ze zakazenie
poszczegdlnymi gatunkami mykoplazm moze by¢ zalezne od stanu zdrowia ptakow lub
typu uzytkowego. Przeprowadzono ocen¢ czgstoSci wystgpowania materialu
genetycznego Mycoplasma spp. pomigdzy typami uzytkowymi gotebi. Wyniki analizy
statystycznej wykazaty, ze wystgpowanie mikroorganizmow nalezacych do rodzaju
Mycoplasma nie jest zwigzane z kondycja zdrowotng golebi, jednak u gotebi pocztowych
moze si¢ przyczynia¢ do wystagpienia objawdéw chorobowych. W przeprowadzonych
badaniach okreslono prewalencje¢ zakazen Mycoplasma spp. u 55 réznych gatunkow
ptakow wolno zyjacych. Analizy statystyczne uzyskanych wynikdéw potwierdzily istotne
réznice w wystepowaniu Mycoplasma spp. u ptakow wolno zyjacych w zaleznosci od
rodzaju ich diety (migsozerne, roslinozerne, wszystkozerne), typu siedliska bytowania
(ladowe 1 wodne) oraz trybu zycia (ptaki migrujace i osiadte). W badaniach wykazano,
ze Mycoplasma spp. znacznie czeSciej wystepuje u ptakow migsozernych,
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zamieszkujacych siedliska podmokte lub wodne oraz u ptakéw migrujacych. Analiza
filogenetyczna wybranych probek nie wykazata zalezno$ci pomiedzy wykrytymi,
niezidentyfikowanymi gatunkami Mycoplasma sp. a gatunkami ptakéw od ktorych byty
one izolowane. Wyniki oceny wplywu czynnikow srodowiskowych na wystepowanie
Mycoplasma spp. i przeprowadzenie analizy filogenetycznej postuzyty do podjecia
dalszych badan dotyczacych wystepowania Mycoplasma spp. u gesi wolno zyjacych.
Przeprowadzone badania potwierdzity wysoka prewalencje Mycoplasma spp. u tych
ptakéw. Uzycie metod PCR specyficznych dla poszczegolnych gatunkéw mykoplazm
swoistych dla drobiu wodnego potwierdzilo wysoka prewalencje M. anserisalpingitidis,
ktora jest patogenna dla gesi hodowlanych. Analiza filogenetyczna sekwencji uzyskanych
od gesi wolno zyjacych na terenie kraju wykazata bliskie pokrewienstwo z sekwencjami
izolatéw z innych panstw, co oznacza, ze dzikie gesi moga by¢ wektorem i rezerwuarem
M. anserisalpingitidis. W probkach pochodzacych od ptakéw wolno zyjacych i golebi
z terenu kraju nie stwierdzono obecno$ci materiatu genetycznego M. gallisepticum
1 M. synoviae, ktore sag uznawane za dwa najistotniejsze z epitopatologicznego punktu

widzenia gatunki mykoplazm wystepujacych u drobiu hodowlanego.



Summary

Bacteria of the Mycoplasma genus are the smallest self-replicating prokaryotic
organisms found widely distributed in the environment. The great majority of species
of the genus are classified as commensal or opportunistic microorganisms. Mycoplasmas
typically exhibit strong host specificity; however, some species may be isolated from
several different hosts. These are bacteria with tropism for tissue types and organ systems,
although different strains of a single species may show affinities for different host
organism tissue types. The strength of a mycoplasma bacterium’s pathogenicity or its
contagiousness are characteristics which may vary from one individual strain in the genus
to another. Establishing the factors for the pathogenicity of a particular mycoplasma
species or the factors governing its incidence in a particular host has been the aim of many
research works, but still insufficient knowledge has been amassed on the subject.

The research aimed to assess the occurrence of Mycoplasma spp. in wild bird and
domestic pigeon populations using molecular biology methods. Testing samples collected
from 1170 wild birds and 179 pigeons allowed us to identify the bird species in which the
prevalence of Mycoplasma spp. was particularly high. It was shown that pigeons are one
such species with a high prevalence of these bacteria. The use of methods developed to
detect pigeon-specific mycoplasmas facilitated analysis of the impact of individual
mycoplasma species on pigeon health. This study also evaluated how the occurrence of
Mycoplasma spp. differed between breeding types of pigeons. The results showed
statistically that the occurrence of mycoplasmas is not associated with the health status of
pigeons but may contribute to the emergence of disease symptoms in racing ones.
Furthermore, it was found that which individual mycoplasma species an infection with
these bacteria is composed of may depend on the health status of the birds or their
breeding types. In another study, Mycoplasma spp. prevalence was determined in 55
different species of wild birds. Statistical analysis of the results confirmed significant
differences in the prevalence of Mycoplasma spp. in wild birds depending on their diet
(carnivorous, herbivorous, or omnivorous), habitat (terrestrial or aquatic), and lifestyle
(migratory or sedentary). It was shown that Mycoplasma spp. are more prevalent in
carnivorous birds, those inhabiting wetlands, and migratory ones. Phylogenetic analysis
of selected samples did not reveal any relationship between the unidentified Mycoplasma
spp. detected and the species of birds from which they were isolated. The greater
prevalence of Mycoplasma spp. in aquatic than terrestrial bird species and the results of

the phylogenetic analysis prompted us to further investigate the occurrence of these
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bacteria in wild geese. Our results confirmed the high prevalence of Mycoplasma spp. in
these birds in Poland. The use of species-specific PCR methods for detecting
mycoplasmas colonizing only waterfowl confirmed the high prevalence of
M. anserisalpingitidis, which is pathogenic to farmed geese. Phylogenetic analysis
showed close similarity between the sequences obtained and those of isolates from other
countries, indicating that wild geese may be vectors and reservoirs of
M. anserisalpingitidis. No genetic material of M. gallisepticum or M. synoviae, which are
considered the most epidemiologically relevant mycoplasma species for commercial

poultry, was detected in a mononational sample set from wild birds or pigeons.
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1. Wstep

1.1. Wprowadzenie

Mykoplazmy po raz pierwszy zostaty zidentyfikowane przez Nocarda i Roux
(1898) u bydta z zapaleniem pluc. Poczatkowo okreslano je jako pleuropneumonia-like
organisms (PPLOs) — termin ten zostal przyjety w celu odrdéznienia mikroorganizmow
nalezacych do tej grupy od czynnika etiologicznego wywotujacego pleuropneumonie
u bydta. W taksonomii nazwa rodzaju Mycoplasma (grec. mykes - grzyb i plasma - forma)
zostala nadana w 1929 roku przez Nowaka na podstawie charakterystyki i oceny
morfologii tych mikroorganizméw izolowanych od bydta. W zwiazku z rosnacg liczbg
wykrywanych nowych szczepdéw drobnoustrojow nalezacych do grupy pleuropneumonii,
izolowanych zaréwno od ludzi jaki i od r6znych gatunkéw zwierzat, w 1957 roku zostata
opracowana powszechnie uznawana nomenklatura i klasyfikacja mykoplazm (Freundt
1 Order, 1957). Pierwsze przypadki mykoplazmozy u drobiu zostaly udokumentowane na
poczatku XX wieku, jednak istniejg rozbieznosci w okresleniu doktadnych dat wykrycia
u poszczegdlnych gatunkéw drobiu hodowlanego. Choroba wywotywana przez
mykoplazmy, okreslana jako przewlekta choroba uktadu oddechowego (CRD), zostata
opisana w 1943 roku (Delaplane 1 Stuart, 1943). Warto zauwazy¢, ze w 1945 roku Van
Herick 1 Eaton (1945) opisali przypadek wyizolowania organizmu podobnego do
drobnoustroju wywotujagcego pleuropneumonie, ktory ich zdaniem wystgpowat jako
zanieczyszczenie biologiczne w zarodkach kurczat uzywanych w prowadzonych przez
nich doswiadczeniach. W 1952 roku Markham 1 Wong wykazali, ze PPLOs s3
czynnikami wywotujacymi zapalenie zatok uindykéw iprzewlekle choroby ukladu
oddechowego u kurczat (Markham i Wong, 1952). Z kolei Chu (1958) wyizolowat PPLO
od ptakéw z innymi infekcjami, a takze od ptakow nie wykazujacych zadnych objawow
klinicznych. Odkrycie to doprowadzito badaczy do wniosku, ze w drogach oddechowych
ptakow moze wystepowaé wigcej niz jeden gatunek z grupy pleuropneumonia, z czego
tylko jeden gatunek byl patogenny, a pozostate komensalne. W celu zweryfikowania tej
hipotezy zbadano wiasciwosci biologiczne 1 serologiczne 40 szczepéw mykoplazm
wyizolowanych z drog oddechowych kur i indykéw. Wyniki badan opisanych przez
Edwarda 1 wsp. (1956) jasno dowodza, ze badane szczepy nalezaly do co najmniej trzech
r6znych gatunkéw okreslanych jako PPLOs. W kolejnej pracy Edward i Kanarek (1960)
po raz pierwszy zidentyfikowali i opisali trzy gatunki mykoplazm: M. gallisepticum,

M. gallinarum 1 M. iners. Dotychczas u ptakow zostato zidentyfikowanych ponad 20
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gatunkdw mykoplazm, wsrdod ktorych znajdujg si¢ gatunki bedace zard6wno patogenami

jak 1 komensalami.

1.2. Charakterystyka rodzaju Mycoplasma
1.2.1. Taksonomia

Mykoplazmy sg najmniejszymi znanymi bakteriami wielko$cig zblizone do
minimalnej wielkos$ci niezbednej do niezaleznego wzrostu i rozmnazania si¢ poza
organizmem zywiciela (Razin 1 wsp., 1998). Rodzaj Mycoplasma nalezy do krélestwa
Bakterii, gromady Tenericutes, klasy Mollicutes, rzgdu Mycoplasmatales i rodziny
Mycoplasmataceae (May 1 wsp., 2014). Do rodzaju Mycoplasma nalezy obecnie 235
gatunkow 1 trzeba zauwazy¢, ze liczba ta ciagle wzrasta (Parte i wsp., 2020). Znaczna
czg$¢ gatunkdw mykoplazm zostata zidentyfikowana migdzy 1960 a 1990 rokiem, jednak
w przypadku wiekszos$ci z nich znane s3 jedynie podstawowe informacje niezbedne do
opisu nowego gatunku. Aktualna taksonomia i identyfikacja nowych gatunkéw klasy
Mollicutes opiera si¢ gtownie na ich klasyfikacji na podstawie cech fenotypowych.
W 2007 roku, do kryteriow niezbednych do klasyfikacji gatunkéw mikroorganizmow
nalezacych do klasy Mollicutes, zostata dodana analiza sekwencji genu 16S rRNA, ktéra
jest ostatecznym wskaznikiem pozycji taksonomicznej nowego gatunku. Wykorzystanie
metody analizy filogenetycznej genu 16S rRNA upraszcza wybdr innych testow
fenotypowych (biochemicznych i serologicznych) odpowiednich do ostatecznej
identyfikacji izolatow do poziomu gatunku (Brown i wsp., 2007). Obecnie taksonomia
rodzaju Mycoplasma to zlozona kwestia, ktora stala si¢ przedmiotem debaty z uwagi na
ostatnio zaproponowane zmiany w nomenklaturze (Gupta 1 wsp., 2018), ktore zostaly
kategorycznie odrzucone przez Miedzynarodowy Komitet ds. Systematyki Prokaryota

(ang. International Committee on Systematics of Prokaryotes, ICSP) (Balish 1 wsp.,
2019).

1.2.2.Systematyka molekularna

Systematyka  molekularna  mykoplazm  zostata  ustalona na  bazie
sekwencjonowania genu 16S rRNA 1 porownania filogenetycznego 26 gatunkow
z rodzaju Mycoplasma, bakterii pokrewnych pochodzacych z tej samej klasy oraz bakterii
nalezacych do typu Firmicutes (May i wsp., 2014). Badania te pozwolily ustali¢, Ze klasa
Mollicutes jest podzielona na pie¢ gtownych grup: spiroplasma, pneumoniae, hominis,
anaeroplasma 1 asteroleplasma (Weisburg 1 wsp., 1989). W kolejnych latach

potwierdzono, ze klasa Mollicutes reprezentuje monofiletyczng grupe bakterii, ktora
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wywodzi si¢ od wspoélnych przodkéw spokrewnionych z bakteriami Gram-dodatnimi
1 wydzielita si¢ okoto 605 milionow lat temu (Maniloff, 2002). Konstrukcja otrzymanego
drzewa filogenetycznego wykazala, ze rodzaj Mycoplasma nie jest monofiletyczny,
a gatunki Mycoplasma naleza do trzech grup: hominis, pneumoniae i spiroplasma. Grupa
hominis obejmuje jedynie gatunki nalezace do rodzaju Mycoplasma. Do grupy
spiroplasma nalezg rodzaje Spiroplasma i Mesoplasma, a do grupy pneumoniae — rodzaj
Ureoplasma (May 1 wsp., 2014).

W oparciu o dane dotyczace genu 16S rRNA, ktore zostaly zgromadzone
w trakcie badan filogenetycznych blisko spokrewnionych gatunkéw, zaproponowano
uzycie arbitralnej warto$ci miedzygatunkowego podobienstwa sekwencji na poziomie
97%, jako minimalnego poziomu wskazujacego na odrgbny gatunek (Pettersson i wsp.,
2000). Badania oparte na rozszerzonej analizie sekwencji genow 16S rRNA rodziny
Mycoplasmataceae generalnie potwierdzaja t¢ teze. Niemniej jednak, kilka blisko
spokrewnionych gatunkéw mykoplazm o podobienstwie genoéw 16S rRNA wigkszym niz
97% wykazato rdznice serologiczne 1 genetyczne, ktore pozwolity na wyodrebnienie ich
jako odrebnych gatunkéw, pomimo wysokiego procentowego podobienstwa ich genéw
16S rRNA (Volokhov i wsp., 2012). Mozliwos$¢ zastosowania genu 16S rRNA i innych
markeréw genetycznych do identyfikacji mykoplazm byta przedmiotem dyskusji ICSP,
Podkomitetu ds. taksonomii Mollicutes. Uznano, Ze dostarczaja one uzytecznych
informacji genetycznych w uzupelnieniu do obecnie zalecanych testow fenotypowych
(Brown 1 wsp., 2007). Volokhov 1 wsp. (2012) w swoich badaniach wykazali, ze region
miedzygenowy (ISR) 1 gen rpoB moga by¢ uzytecznymi, komplementarnymi markerami
filogenetycznymi do wnioskowania o relacjach filogenetycznych migdzy gatunkami
w obrebie rodziny Mycoplasmataceae.

Przeprowadzenie badan z wykorzystaniem ISR moze by¢ uzyteczne w opisie
nowego gatunku lub przy opracowywaniu specyficznych dla danego gatunku reakcji PCR
(Ramirez 1 wsp., 2008). Pomimo, ze sekwencja calego amplikonu ISR jest
akceptowalnym typem sekwencji do konstrukcji drzew filogenetycznych, to z uwagi na
réznice w dlugosci ISR pomiedzy réoznymi gatunkami mykoplazm, a takze potencjalny
polimorfizm wewnatrzgatunkowy, nie =zaleca si¢ okreslania pokrewienstwa
filogenetycznego mykoplazm, bazujac wylacznie na sekwencjach tego markera
(Volokhov i wsp., 2012). Z uwagi na wczesniej opisane cechy, trudne jest ustalenie
arbitralnej wartosci podobienistwa dla ISR, jednak zaproponowana w literaturze warto$¢

to okoto 95-98% w zaleznosci od pozycji filogenetycznej danego izolatu (Volokhov
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1 wsp., 2012). Badanie z wykorzystaniem ISR moze okaza¢ si¢ przydatne w przypadku
innych technik wykrywania mutacji, takich jak: elektroforeza w zelu w gradiencie
denaturujagcym, polimorfizm konformacji pojedynczej nici lub analiza krzywej topnienia
o wysokiej rozdzielczosci (Ramirez i wsp., 2011).

Kolejnym kluczowym genem stuzacym do analizy filogenetycznej i identyfikacji
bakterii, szczegdlnie w przypadku badania blisko spokrewnionych izolatéw jest gen
rpoB, kodujacy podjednostke B polimerazy RNA. Sekwencjonowanie genu »poB pozwala
na oszacowanie zawarto$ci procentowej par zasad guanina-cytozyna (G + C), wartosci
hybrydyzacji DNA-DNA oraz oszacowanie $redniej identycznosci nukleotyddéw (procent
catkowitej sekwencji genomowej wspolnej dla dwdch szczepow) (Adékambi i wsp.,
2009). Na podstawie badan filogenetycznych genu rpoB blisko spokrewnionych
gatunkow mykoplazm izolowanych od ptakoéw, jako minimalny poziom wskazujacy na
odrebny gatunek, zaproponowano arbitralng warto$¢ 90-91% (Volokhov i wsp., 2012).

W ostatnich latach potwierdzono réwniez uzyteczno$¢ zastosowania innych
markeréw genetycznych, ktore pozwalaja na identyfikacje mykoplazm do poziomu
gatunku, a takze moga zosta¢ wykorzystane do prowadzenia badan epidemiologicznych.
Jako markery komplementarne do genu 16S rRNA moga zosta¢ uzyte m. in. geny
kodujace biatka, w tym czynnik elongacji Tu (fuf), kinaza fosfoglicerynianowa (pgk),
biatko szoku cieplnego (dnak), beta-podjednostka gyrazy DNA (gyrB), geny bialek
rybosomalnych (7ps), i gen biatka podziatu komorkowego (fisZ) (Wolf 1 wsp., 2004;
Kong 1 Gilbert, 2004; Volokhov 1 wsp., 2007, 2012).

1.2.3.Cechy morfologiczne - budowa komoérki

Komorka mykoplazm sktada si¢ z blony komorkowej, cytoplazmy, rybosomow,
kolistej podwojnej helisy DNA (Razin, 1998). Najwazniejsza cecha, ktéra odrdznia
mykoplazmy od innych bakterii, jest brak $ciany komoérkowej. Ta unikalna wtasciwosé
doprowadzita do umieszczenia mykoplazm w osobnym dziale taksonomicznym -
Tenericutes (bakterie bezsScienne), stanowigcym jeden z czterech dziatow krolestwa
Prokaryota (Kulappu Arachchige 1 wsp., 2020). Od tej cechy pochodzi nazwa Mollicutes
(fac. mollis - migkka, cutis - skora). Funkcje typowej dla bakterii $§ciany komodrkowej
u mykoplazm peini selektywnie przepuszczalna btona komorkowa, skladajgca sie
z trzech warstw steroli (kwasoéw tluszczowych, cholesterolu lub lipidow zlozonych).
Obecnos¢ btony komodrkowej umozliwia mykoplazmom posiadanie wielu unikalnych

wlasciwosci, takich jak: zmienno$¢ antygenowa biatek powierzchniowych, opornos$¢ na
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antybiotyki zaburzajace biosyntez¢ S$ciany komorkowej, unikalny system pomp
jonowych, wrazliwo$¢ osmotyczna oraz wrazliwo$¢ na detergenty i alkohole (Kulappu
Arachchige 1 wsp., 2020)

Brak sztywnej $ciany komoérkowej sprawia, ze komodrki mykoplazm moga
przyjmowac rézne ksztalty: od kulistych lub gruszkowatych struktur (o $rednicy 0,3-0,8
um) do rozgatezionych lub spiralnych widkien (May i wsp., 2014). Niektore gatunki
mykoplazm majg wrzecionowaty lub kolbowaty ksztalt (np. M. gallisepticum) 1 posiadajg
wyspecjalizowane organelle, ktore posredniczag w przyleganiu do komorek docelowych
gospodarza (Rottem, 2003; Uppal i Chu, 1977). Organelle te skladaja si¢ z sieci
interaktywnych biatek (adhezyn) oraz bialek wspomagajacych przyleganie. Biatka te
wspotpracuja strukturalnie i funkcjonalnie w celu mobilizacji 1 koncentracji adhezyn na
wierzchotku komorki, co umozliwia mykoplazmom kolonizacje¢ bton sluzowych (Collier,
1983). Inne gatunki mykoplazm nie majg wyraznych organelli wierzchotkowych, ale sa
zdolne do cytoadherencji i moga wykorzystywac biatka albo alternatywne mechanizmy
pasozytnictwa powierzchniowego (Baseman i Tully, 1997). Spolaryzowana struktura
organelli wierzchotkowych, a takze ruch §lizgowy ktory jest unikalnym zjawiskiem
obserwowanym u mykoplazm, umozliwiaja im przyleganie do komorek gospodarza
1 poruszanie si¢ (Miyata, 2008). Zdolno$¢ do tego typu poruszania si¢ jak do tej pory
zostata zidentyfikowana u 14 r6znych gatunkow z rodzaju Mycoplasma. Wsrdd gatunkow
wystepujacych u ptakow taka zdolnos¢ wykazuje M. gallisepticum a takze M. imitans
1 M. iowae. Ruchliwos$¢ slizgowa umozliwia mykoplazmom dostep do komodrek nabtonka
btony sluzowej, co odgrywa istotng role w ich patogennosci (Indikova i1 wsp., 2014;
Wijesurendra i wsp., 2015).

Mykoplazmy nie posiadaja zdolno$ci do wytwarzania sktadnikéw niezbednych
do budowy btony komoérkowe;j, dlatego ich replikacja i przezycie sa catkowicie zalezne
od substancji wytwarzanych przez gospodarza lub pobieranych ze sztucznych podlozy
mikrobiologicznych. Jednym z przyktadow substancji niezbednej do namnazania
mykoplazm jest cholesterol, ktory jest produktem koncowym szlaku biosyntezy steroli
w komorkach zwierzecych (Razin i wsp., 1982). Warto zaznaczy¢, ze mikroorganizmy
z rodzaju Mycoplasma, moga mie¢ bardzo wyspecjalizowane 1 zréznicowane wymagania
wzrostowe, co utrudnia, a czasami uniemozliwia namnazanie ich w warunkach
laboratoryjnych (Ferguson-Noel i wsp., 2020).

Sposoéb rozmnazania mykoplazm nie ro6zni si¢ zasadniczo od sposobu

rozmnazania innych prokariontow, ktore dzielg si¢ przez podziat komoérki (Miyata i Seto,
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1999). Replikacja genomu poprzedza podzialty komoérkowe, ale nie jest z nimi
zsynchronizowana, dlatego w hodowlach mykoplazm mozna zaobserwowaé formy
paczkujace, wiokna 1 tancuchy paciorkow (Razin, 1995). Kolonie mykoplazm hodowane
na sztucznym podtozu stalym (agar PPLO) tworzg charakterystyczny ksztalt sadzonego
jaja (Razin i Oliver, 1961).

1.2.4. Wielkos¢ i sklad genomu Mycoplasma

Mikroorganizmy nalezace do rodzaju Mycoplasma posiadaja niewielkie koliste
dwuniciowe genomy, o zmiennej wielkosci pomiedzy szczepami tego samego gatunku.
Analizy filogenetyczna genu 16S rRNA potwierdzita, ze mykoplazmy powstaty na
drodze ewolucji redukcyjnej z bakterii Gram-dodatnich o genomach o niskiej zawarto$ci
procentowej par G + C (Sirand-Pugnet i wsp., 2007). W genomie mykoplazm $rednia
zawarto$¢ G + C waha si¢ w zakresie miedzy 23,7-44,0%. Dodatkowo, miedzy réznymi
gatunkami mykoplazm mozna zauwazy¢ roznice w rozktadzie G + C wzdluz genomu
(Sirand-Pugnet i wsp., 2007). W procesie ewolucji genom mykoplazm zostat
zredukowany do niezbednego minimum, co pozwala jednak na utrzymanie przez nie
funkcji niezb¢dnych do samodzielnego rozmnazania si¢, replikacji DNA, transkrypcji
itranslacji. Skltad genomu mykoplazm jest dostosowany do bezwzglednie
pasozytniczego trybu zycia (Razin i wsp., 1998). Znaczna czg¢$¢ gendow mykoplazm
koduje lipoproteiny, ktére odpowiadaja za interakcje z gospodarzem, a takze umozliwiaja
mykoplazmom pozyskanie niezbednych do rozwoju 1 replikacji substancji odzywczych
(Bencina, 2002). Wielko$¢ genomu mikroorganizméw z rodziny Mycoplasmataceae
waha si¢ od 580 do 1358,6 kpz, ktore koduja od 500 do 2000 gendéw. Najmniejszy genom
wielkosci 580 kpz posiada M. genitalium (Fraser i wsp., 1995), nieznacznie wigkszy, bo
okoto 630 kpz M. meleagridis (Yacoub 1 wsp., 2015), M. synoviae okoto 900 kpz
(Zhu 1 wsp., 2018), M. gallisepticum okolo 1000 kpz (Papazisi i wsp., 2003) oraz M.
iowae okoto 1200 kpz (Wei 1 wsp., 2012).
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1.2.5. Gatunki mykoplazm wystepujace u ptakow

Sposrod 235 znanych obecnie mykoplazm, ponad 20 gatunkéw zostato
zidentyfikowanych u ptakow. Wigkszo$¢ z nich zostala stwierdzona u drobiu
hodowlanego, jednak jednostke chorobowg okreslang jako mykoplazmoza drobiu
wywoluje gldwnie zakazenie patogennymi szczepami gatunkow M. galliepticum
1 M. synoviae. Oba gatunki znajduja si¢ w wykazie chordéb zakaznych podlegajacych
notyfikacji do Swiatowej Organizacji Zdrowia Zwierzat (OIE) (OIE, 2021).
Mykoplazmoza drobiu jest objeta regulacjami prawnymi na poziomie prawa
europejskiego (EC, 2016) i krajowego (Dz. U., 2004). Do gatunkéw mogacych
wywolywa¢ mykoplazmoze zalicza si¢ réwniez M. meleagridis 1 M. iowae, jednak
w poréwnaniu z zakazeniami M. gallisepticum i M. synoviae, nie stanowig one
globalnego problemu. U drobiu hodowlanego zakazenie mykoplazmami zazwyczaj
przybiera posta¢ subkliniczng, a na wystgpienie wyraznych objawdéw chorobowych
wptyw maja dodatkowe czynniki wspotistniejace, takie jak czynniki srodowiskowe (np.
nicodpowiednia wentylacja kurnika, nadmierne zageszczenie ptakdéw, wysokie stezenie
amoniaku (NH3) w powietrzu), stres czy zmiany hormonalne zwigzane z rozpoczeciem
niesnosci (Kleven, 1998).

Mykoplazmy czesto biorg udzial w zakazeniach mieszanych, gdzie wspotdziataja
synergicznie z wirusami i/lub bakteriami, dlatego jednoznaczne okre$lenie ich udziatu
w wystepowaniu objawow klinicznych choroby jest niezwykle trudne. Za patogennos¢
danego gatunku mykoplazmy moze odpowiada¢ skoordynowane dzialanie zréznicowanej
antygenowo 1 funkcjonalnie budowy powierzchni komorek. Ponadto, mykoplazmy
wykazuja znaczace roznice w patogennosci pomiedzy szczepami w obrgbie danego
gatunku (Xu 1 wsp., 2021). Dodatkowo, szczepy mykoplazm roznig si¢ mi¢dzy soba
tropizmem tkankowym 1 inwazyjnoscia, jednak czynniki bedace przyczyng tych roéznic
nie zostaly jeszcze poznane (Ber€i¢ 1 wsp., 2008). Do gléwnych objawow klinicznych
wywotanych zakazeniem M. gallisepticum u drobiu hodowlanego naleza: trudnosci
z oddychaniem, wysigk z otworow nosowych, zapalenie spojowek, kichanie, zapalenie
1 obrzgk zatok podoczodotowych. Objawy kliniczne zakazenia M. synoviae w ukladzie
oddechowym sa podobne, jak w przypadku zakazen M. gallisepticum lecz zwykle stabiej
nasilone. Dodatkowo, u ptakow zakazonych M. synoviae moze wystgpowac zapalenie
btony maziowej stawdéw skokowych, przez co moga pojawiac¢ si¢ obrzeki stawow
1 kulawizny (Ferguson-Noel i wsp., 2020). Ostatnie badania potwierdzily, ze niektore

szczepy M. synoviae wykazuja rowniez predylekcje do uktadu rozrodczego kur i moga
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powodowa¢ anomalie wierzchotka skorupy jaj (EAA), nie powodujac zadnych
makroskopowych nieprawidlowosci w tkankach jajowodu (Feberwee i wsp., 2009; Kursa
1 wsp., 2019). U drobiu hodowlanego zakazenia M. gallisepticum 1 M. synoviae s3
przyczyng znacznych strat ekonomicznych w postaci spadku niesnos$ci, opoznienia
wzrostu mtodych osobnikéw oraz strat z powodu zlej jako$ci tuszek. Zakazenia
M. gallisepticum 1 M. synoviae powigzane z wystgpowaniem objawow chorobowych
wystepuja gltownie u ptakow z rzedu grzebigcych, w szczegdlnosci u kur 1 indykow.
Obecnos¢ tych patogendw zostala potwierdzona takze u wielu innych gatunkow ptakow,
u ktorych zwykle nie wystepowaly objawy kliniczne, a za zrodlo zakazenia
dla wigkszosci z nich uznano bliski kontakt z zakazonym drobiem domowym (Bradbury,
2005). Kliniczna posta¢ mykoplazmozy wywolana zakazeniem M. gallisepticum
wystepowata sporadycznie u dzikich indykéw w Stanach Zjednoczonych (Jessup 1 wsp.,
1983). W 1994 roku w USA zidentyfikowano szczep M. gallisepticum, wykazujacy
potencjat przystosowania si¢ do nowego gatunku gospodarza, co spowodowato epidemi¢
we wschodniej populacji dziwuszek ogrodowych (Haemorhus mexicanus),
rozprzestrzeniajac si¢ w kolejnych latach na dalsze regiony kontynentu. Ptaki zakazone
M. gallisepticum wykazywaty typowe dla mykoplazmozy objawy chorobowe, takie jak:
trudnos$ci z oddychaniem, obustronne zapalenie spojowek i wysick z otworéw nosowych
(Dhondt 1 wsp., 2005). W trakcie trwania epidemii podobne objawy byty obserwowane
u kilku innych gatunkéw ptakow wolno zyjacych nalezacych do rodziny Fringillidae,
jednak zakazenia M. gallisepticum nie spowodowaty redukcji populacji tych gatunkow,
tak jak miato to miejsce w przypadku dziwuszek ogrodowych (Dhondt 1 wsp., 2014).
Inne, patogenne dla drobiu hodowlanego gatunki mykoplazm, takie jak M. synoviae czy
M. meleagridis, réwniez byly izolowane od ptakéw wolno zyjacych, ktore nie
wykazywaty klinicznych objawow choroby (Fritz i wsp., 1992; Lierz 1 wsp., 2000).
Sposréd mykoplazm izolowanych od ptakow cztery gatunki sa swoiste dla drobiu
wodnego: M. anatis, M. anseris, M. cloacale 1 M. anserisalpingitidis. Zakazenia tymi
patogenami w stadach hodowlanych gesi i kaczek mogg powodowa¢ znaczne straty
ekonomiczne wynikajace ze spadku produkcji jaj, wzrostu liczby zamartych zarodkow,
czy braku przyrostu masy ciata u wyklutych pisklat. U dorostych ptakow zakazenie jest
przyczyng zapalenia kloaki i pracia (Stipkovits 1 Szathmary, 1996), okreslanym jako
zakazne zapalenie pracia i steku (ZZPST) (Tomczyk, 2019). W warunkach krajowych
stwierdzono wysoki odsetek zakazenia swoistymi dla drobiu wodnego mykoplazmami

w stadach gesi 1 kaczek Barbarie (Tomczyk, 1996). Obecnos¢ M. anatis 1 M. cloacale
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zostala potwierdzona takze u réznych gatunkow dzikiego ptactwa wodnego nie
wykazujacych objawéw klinicznych (Goldberg i wsp., 1995). Na podstawie zakazenia
eksperymentalnego przyprowadzonego przez Samuela i wsp. (1995), polegajacego na
zakazeniu M. anatis jaj kaczki krzyzowki (Anas platyrhynchos) stwierdzono,
ze zakazenie skutkowato redukcja legu i pogorszeniem wzrostu kaczat.

Ptaki zakazone patogennymi gatunkami mykoplazm moga staé si¢
bezobjawowymi nosicielami, a tym samym stanowi¢ rezerwuar 1 wektor zakazen
(Bradbury i wsp., 2001; Michiels i wsp., 2016). W badaniach eksperymentalnych
potwierdzono, ze w rozprzestrzenianiu infekcji moga bra¢ réwniez udziat synantropijne
gatunki ptakow wolno zyjacych, takie jak golebie czy wroble (Gharaibeh i Hailat, 2011).
Golgbie, pozostajac bezobjawowymi nosicielami gatunkow mykoplazm patogennych dla
drobiu hodowlanego, sa podatne na zakazenia wywotane przez inne gatunki mykoplazm
specyficzne wylacznie dla gotebi takie jak: M. columbinum, M. columborale
i M. columbinasale (Shimizu i wsp., 1978; Sinclair, 1980; Mac Owan i wsp., 1981;
Nagatomo 1 wsp., 1997; Loria 1 wsp., 2005; Hellebuyck 1 wsp., 2014). Z uwagi na fakt,
ze byly izolowane zar6wno od chorych jak i od zdrowych ptakow, potwierdzenie ich
potencjatu chorobotworczego w wywotywaniu klinicznych objawdéw choroby wymaga
dalszych badan. Wiedza na temat szczepéw mykoplazm swoistych dla golebi jest
niewystarczajaca. Ptaki z rzedu Passeriformes, do ktorych zalicza si¢ wroble, sa
powszechnie identyfikowane jako bezobjawowi nosiciele 1 stanowia zagrozenie
w bioasekuracji ferm drobiu hodowlanego (Stallknecht 1 wsp., 1982; Feberwee 1 wsp.,
2021). Badania potwierdzaja, ze w tej grupie ptakoéw, poza wspomnianym wczesniej
zakazeniem M. gallisepticum v dziwuszek ogrodowych, objawy chorobowe
mykoplazmozy moze wywotywaé rdéwniez zakazenie M. sturni. Ten gatunek
mykoplazmy zostat po raz pierwszy opisany jako przyczyna zapalenia spojowek u szpaka
europejskiego (Forsyth 1 wsp., 1996). W kolejnych latach M. sturni zostala
zidentyfikowana jako przyczyna zapalenia spojowek u wielu innych gatunkéw
wroblowatych (Ley 1 wsp., 1998; Wellehan 1 wsp., 2001a). W literaturze brak jest
informacji o mozliwosci zakazenia tym gatunkiem mykoplazmy drobiu hodowlanego.

Ptaki drapiezne sg wsrdd ptakoéw wolno zyjacych prawdopodobnie najczgstszym
gospodarzem roéznych gatunkow Mycoplasma spp., zardwno tych zwigzanych
z infekcjami u drobiu hodowlanego, jak i specyficznych wytacznie dla tej grupy ptakow.
Trzy nowe gatunki mykoplazm zostalty wyizolowane od ptakow drapieznych

wykazujagcych objawy ze strony ukladu oddechowego: M. buteonis od myszolowa
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zwyczajnego (Buteo buteo), M. falconis od raroga zwyczajnego (Falco cherrug) oraz
M. gypis od s¢pa ptowego (Gyps fulvus) (Poveda i wsp., 1994). Dodatkowo, M. buteonis
zidentyfikowano réwniez u pisklecia sokota wedrownego z deformacjami szkieletu
(Erdélyi 1 wsp., 1999). Rézne inne gatunki mykoplazm, takie jak M. seminis sp. nov.
izolowany od sokotow (Fischer i wsp., 2020) czy M. hafezii sp. nov. wyizolowany
z tchawicy sokota wedrownego (Ziegler i wsp., 2019), stwierdzono u ptakow
niewykazujacych zadnych objawoéw klinicznych, co moze wskazywac¢ na komensalny
charakter tych mykoplazm. Komensalne gatunki mykoplazm byty izolowane réwniez od
bociana biatego (Ciconia ciconia) — M. ciconiae (Moller Palau-Ribes i wsp., 2016), mew
— M. bradburyea (Ramirez i wsp., 2021) czy od pingwina Humboldta (Spheniscus
humboldti) — M. tullyi (Yavari 1 wsp., 2017).

1.2.6. Transmisja — drogi rozprzestrzeniania si¢ mykoplazm

Zakazenia mykoplazmami u ptakow moga rozprzestrzenia¢ si¢ w dwojaki sposob:
droga poziomg i pionowa. Transmisja pozioma zachodzi wowczas, gdy patogen jest
przekazywany przez bezposredni kontakt pomiedzy osobnikami w stadzie i pomigdzy
stadami z udziatem wektoréw. Miejscem wniknigcia patogenu do organizmu gospodarza
sg gorne drogi oddechowe lub spojoéwki a niekiedy droga ptciowa. Rozprzestrzenianie si¢
zakazenia nastgpuje droga plciowa (akt krycia lub inseminacji), gdzie tkanka docelowa
jest powierzchnia nabtonka drog moczowo-plciowych, dotyczy gatunkdéw patogennych
dla indykéw (M. meleagridis, M. iowae) czy drobiu wodnego (M. anseris,
M. anserisalpingitidis) (Bradbury, 2005). Tempo rozprzestrzeniania si¢ zakazenia
w stadzie drobiu moze znaczaco si¢ r6zni¢ miedzy roznymi szczepami w obrebie tego
samego gatunku mykoplazmy (Dingfelder 1 wsp., 1991; Feberwee 1 wsp., 2005).
W przypadku mykoplazm patogennych dla drobiu hodowlanego stwierdzono ich
zdolnos¢ do przezywania w srodowisku, w tym: na czasteczkach kurzu, powierzchni pior
czy w wodzie, co stanowi dodatkowo wazny mechanizm posredniej transmisji poziome;]
(Marois 1 wsp., 2002, 2005). Transmisja pozioma jest rOwniez sposobem szerzenia si¢
mykoplazmozy pomigdzy réznymi gatunkami ptakow (Hartup 1 wsp., 1998). Przyktadem
tego moze by¢ zapalenie spojéwek wywotane infekcja M. gallisepticum, ktére po raz
pierwszy pojawilo si¢ u dziwuszek ogrodowych we wschodniej cze$ci Stanow
Zjednoczonych. Patogen dos$¢ szybko rozprzestrzenit si¢ w lokalnej populacji tego
gatunku ptakow (Ley i1 wsp., 1996; Luttrell i wsp., 1996), po czym epidemia

przemieszczata si¢ w glab kraju przez kolejne lata, az do osiggnig¢cia zachodniego
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wybrzeza USA (Luttrell 1 wsp., 2016). Obecnos¢ M. gallisepticum zostala potwierdzona
réwniez u innych ptakow z rzedu wroblowatych, u ktérych nie stwierdzano objawow
klinicznych (Farmer 1 wsp., 2005). Chociaz dokladne sposoby transmisji
M. gallisepticum nie sg do konca znane, przypuszcza si¢, ze gldwng przyczyna
rozprzestrzeniania si¢ zakazenia M. gallisepticum migdzy roznymi gatunkami ptakoéw jest
bezposredni kontakt podczas pobierania pokarmu w karmnikach (Fischer i wsp., 1997).
W badaniach prowadzonych przez Hochachka i wsp. (2013) stwierdzono wielokrotny
transfer M. gallisepticum pomiedzy drobiem domowym a dziwuszkami ogrodowymi,
jednak tylko jeden szczep tego patogenu posiadal zdolno$¢ przystosowania sig
1 ewoluowania w organizmie nowego gospodarza.

Mykoplazmoza czgsto przebiega w postaci subklinicznej, gdzie nosiciele
niewykazujacy objawdw chorobowych s3a roéwnocze$nie rezerwuarami patogenu.
W zakazeniach mykoplazmami w stadach drobiu hodowlanego stosowanie
farmakoterapii rzadko prowadzi do catkowitej eradykacji patogenu, a jedynie do
ustgpienia objawow klinicznych 1 do trwalego nosicielstwa mykoplazm (Kleven, 2008).
W badaniach prowadzonych przez Mashima i1 wsp (1997) proces leczenia dziwuszek
ogrodowych z objawami zapalenia spojowek wywolany zakazeniem M. gallisepticum,
u ktorych zastosowano terapi¢ oparta o kombinacj¢ tylozyny i ciprofloksacyny,
prowadzil do ustgpienia objawow klinicznych. Niemniej jednak, obecno$¢ materiatu
genetycznego 1 przeciwciatl swoistych dla M. gallisepticum zostata potwierdzona u kilku
badanych ptakow. Wellehan 1 wsp. (2001b) w swojej pracy w procesie leczenia zapalenia
spojowek u dziwuszek ogrodowych zastosowali inny zestaw antybiotykow:
enrofloksacyne oraz gentamycyne, po czym podobnie jak w poprzedniej pracy, u ptakow
zaobserwowano ustapienie objawow  klinicznych. Pomimo tego, obecno$¢
M. gallisepticum byta wykrywana nawet do 6 miesigcy od zakonczenia terapii. Wyniki
obu prac wskazuja, ze ptaki wolno zyjace, u ktorych stwierdzono =zakazenie
M. gallisepticum, po okresie rekonwalescencji moga pozosta¢ nosicielami i rezerwuarem
tego patogenu. Wystepowanie mykoplazm patogennych dla drobiu grzebigcego
stwierdzono u wielu innych gatunkow ptakow, w tym u kaczek (Bencina i wsp., 1988),
golebi (Bencina 1 wsp., 1987) oraz gesi (Buntz i wsp., 1986), jednak ptaki te nie
wykazywaty klinicznych objawow choroby, a pozostawaly wylacznie wektorami
zakazenia. Szczegllne zagrozenie w rozprzestrzenianiu zakazen mykoplazmami moga

stanowi¢ ptaki migrujace, jednak w dostgpnej literaturze zostalo to potwierdzone
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wylacznie dla mykoplazm infekujacych ptactwo wodne, gdzie zrodtem patogenu moga
by¢ kaczki wolno zyjace (Goldberg i wsp., 1995).

Niezwykle istotng droga rozprzestrzeniania si¢ mykoplazm jest transmisja
pionowa zarazka, w ktérej patogen jest przekazywany z rodzicOw na potomstwo przez
jajo (per ovo). W badaniach eksperymentalnych majacych na celu udokumentowanie
transmisji M. synoviae, najwyzsze wskazniki transmisji stwierdzono migdzy 4 a 6
tygodniem po zakazeniu ptakéw. W przypadku zakazen M. gallisepticum najwyzsze
wskazniki przenoszenia patogenu poprzez jaja stwierdzono w czasie ostrej fazy choroby,
migdzy 3 a 8 tygodniem po zakazeniu i dotyczyly od 14 do 53% zainfekowanych jaj
(Ferguson-Noel i wsp., 2020). Wskazniki transmisji pionowej mykoplazm wyrazone
w liczbach moga r6zni¢ si¢ migdzy zakazeniami poszczegdlnymi szczepami danego
gatunku mykoplazm (Glisson i Kleven, 1984). Warto rowniez zaznaczy¢, ze wskazniki
transmisji podczas przewlektych zakazen szczepami terenowymi beda prawdopodobnie
znacznie nizsze, niz te odnotowane w pracach doswiadczalnych. Stan wiedzy dotyczacej
pionowej transmisji mykoplazm u ptakéw wolno zyjacych jest znikomy. W dostgpne;j
literaturze jest tylko jedna praca opisujaca wykrycie M. lipofaciens ML64 w jaju
jastrzebia zwyczajnego (Accipiter gentilis) (Lierz i wsp., 2007). Zakazenie M. lipofaciens
stwierdzone w jaju bez wczesniejszej izolacji patogenu u ptakow moze jedynie
sugerowa¢ mozliwo$¢ pionowej transmisji tego gatunku mykoplazmy. W badaniach
terenowych prowadzonych w USA, ktorych celem bylo sprawdzenie pionowej transmisji
M. gallisepticum u dziwuszek ogrodowych, nie potwierdzono poziomego przenoszenia
patogenu do jaj (Hartup 1 Kollias, 1999).
1.2.7.Czynniki biorace udzial w procesie kolonizacji organizmu gospodarza przez
Mpycoplasma spp.

Choroba  bakteryjna jest wynikiem zloZzonych interakcji  migdzy
mikroorganizmem, gospodarzem 1 $rodowiskiem. W procesie ewolucji organizm
gospodarza rozwingt liczne mechanizmy chronigce go przed infekcja, natomiast
mykoplazmy opracowaly wiele strategii pozwalajagcych im unikng¢ lub utrudni¢ dziatanie
mechanizméw obronnych gospodarza (Akira i wsp., 2006). Patogeneza chordb
wywotywanych przez poszczegdlne gatunki mykoplazm infekujace ptaki jest procesem
wieloczynnikowym, w ktorym waznym czynnikiem moze by¢ inwazyjno$¢ samych
mykoplazm. Miejscem wniknigcia wigkszosci mykoplazm do organizmu ptaka sa drogi
oddechowe, a tkankg docelowa - nablonek drog oddechowych (Winner i wsp., 2000).
Patogenny gatunek mykoplazmy musi wnikng¢ do organizmu gospodarza, dotrze¢ do
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tkanki docelowej, przylgna¢ lub wnikna¢ do niej i mie¢ mozliwo$¢ namnazania sig.
Pierwszg bariere, jaka patogen musi pokonaé zeby skolonizowaé powierzchni¢ btony
sluzowej ptaka, stanowi §luz. Pozostanie na powierzchni nabtonka jest bardzo istotne
w procesie kolonizacji, dlatego tez bakterie wykorzystuja rozne strategie, takie jak
krotkotrwate wigzanie si¢ ze Sluzem czy wigzanie si¢ z biatkami powierzchniowymi
nabtonka gospodarza (Yiwen i wsp., 2021). Adhezja mykoplazm jest wstepnym
1 niezbednym etapem dla podzniejszej kolonizacji i infekcji organizmu gospodarza,
a z kolei utrata aktywnos$ci adhezyjnej odpowiada za znaczne obnizenie patogennosci
wiekszosci mykoplazm (Much 1 wsp., 2002). W procesie adhezji biorg udziat zarowno
adhezyny jak i biatka pomocnicze znajdujace si¢ na powierzchni komoérek mykoplazm.
Adhezja mykoplazm do komorek nabtonka byla badana gléwnie w odniesieniu do
nablonka drég oddechowych. Mykoplazmy wyksztatcity wiele mechanizmow
pozwalajacych im przeciwdziala¢ ré6znym procesom majacym na celu usunigcie ich
z organizmu gospodarza. Od dawna wiadomo, ze dzialanie aparatu rzgskowego utrudnia
kolonizacje powierzchni komorek nabtonka przez patogeny. Mykoplazmy podczas
kolonizacji organizmu gospodarza sa zdolne do wywolywania zaburzen ruchu rzgsek
(ciliostazy), co pozwala im unikng¢ wydalenia wskutek tzw. oczyszczenia rzeskowego.
Podczas zakazenia patogennym szczepem M. gallisepticum obserwuje si¢ degeneracje
1 metaplazj¢ nablonka oddechowego oraz zwigkszenie grubosci btony §luzowej tchawicy
wywotane poprzez infiltracje komorek jednojadrzastych (Kulappu Arachchige 1 wsp.,
2020). Przez wiele lat mykoplazmy byly uwazane za patogeny zewnatrzkomorkowe,
jednak wyniki niedawno przeprowadzonych badan dostarczyly dowodow na to, ze
niektore gatunki moga wnika¢ do komoérek gospodarza. Jednym z gatunkow rodzaju
Mycoplasma posiadajacych taka zdolnos¢ jest M. gallisepticum (Dowling 1 wsp., 2020).
W badaniach eksperymentalnych przeprowadzonych na kurczetach wykazano, Zze po
zakazeniu wysoce patogennym szczepem M. gallisepticum mozna go bylo reizolowac
z serca, mozgu, watroby i1 nerek zakazonych ptakow. Wyniki przeprowadzonego
doswiadczenia wykazaty zdolno$¢ mykoplazm do hematogennego rozprzestrzeniania si¢
w obrebie organizmu gospodarza (Much i wsp., 2002). Od momentu kolonizacji
mykoplazmy wchodzg w interakcje z uktadem odpornosciowym gospodarza, a ich
zdolno$¢ do zmiennosci biatek powierzchniowych utrudnia usunigcie ich z organizmu
ptaka. Dodatkowo wykazano, Ze niektore gatunki mykoplazm wywieraja wptyw na
komorki uktadu odpornosciowego i wykazuja dziatanie immunomodulujace (Razin i

wsp., 1998). Sposrdd gatunkéw mykoplazm izolowanych od ptakow wptyw na supresje
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lub stymulacj¢ limfocytow B i T, a takze indukcj¢ produkeji cytokin potwierdzono m. in.
u M. gallisepticum 1 M. synoviae (Javed i wsp., 2005; Lavric i wsp., 2008). W badaniach
prowadzonych przez Majumder 1 wsp. (2014) wykazano, ze roOwniez niepatogenny szczep
M. gallisepticum (Rhigh) wykazywatl zdolno$¢ do wzbudzenia odpowiedzi
immunologicznej i aktywnosci leukocytow. W wielu przypadkach zmiany chorobowe
powstajace podczas zakazenia wydaja si¢ by¢ bardziej prawdopodobne z powodu
posrednich reakcji wynikajacych z odpowiedzi immunologicznej i odpowiedzi zapalnej
gospodarza, niz bezposrednich efektow wywolanych przez same bakterie (Bradbury,

2005).

1.2.8. Cechy mykoplazm predysponujace je do adaptacji do nowego gospodarza

Mykoplazmy, jako mikroorganizmy przystosowane do bezwzglednie
pasozytnego trybu zycia, wydaja si¢ wykazywac specyficzno$¢ wzgledem gospodarzy,
atakze tropizm do ich tkanek i narzadoéw. Istnieje wiele doniesien o wystepowaniu
mykoplazm u zywicieli, ktorzy nie sg postrzegani jako ich swoisci gospodarze. Dlatego
zatozenie o Scistej swoistosci gatunkéw mykoplazm dla gospodarza moze by¢ biedne
i mykoplazmy moga by¢ zdolne do =zakazania szerszego spektrum zywicieli
1 ekosystemow niz wezesniej przewidywano (Pitcher 1 Nicholas, 2005; Citti 1 Blanchard,
2013). Braki w ogolnej wiedzy dotyczacej wystepowania mykoplazm u réznych
gospodarzy moga wynika¢ z faktu, ze mykoplazmy sg znacznie czgsciej komensalami niz
patogenami, a infekcje maja czgsto przebieg subkliniczny lub utajony, co stanowi
trudnos¢ w wykryciu zakazenia i ich identyfikacji (Dhondt i wsp., 2014).

Mechanizmy potrzebne mykoplazmom do przetrwania w zywicielu krggowym
nie zostaly jednak do konca poznane (Browning i wsp., 2011). Badania nad
mechanizmami zdolnosci infekcyjnej wykorzystywanej przez poszczegodlne gatunki
mykoplazm skupialy si¢ na identyfikacji czasteczek adhezyjnych (Kulappu Arachchige
1wsp., 2020), lipoprotein (Browning i wsp., 2011), mechanizméw molekularnych
wykorzystywanych do zmiany sktadu powierzchni blony bakteryjnej (Razin i wsp., 1998)
oraz zdolno$ci do produkcji sktadnikow utleniajacych (np. nadtlenku wodoru), ktore
powoduja uszkodzenia komoérek organizm gospodarza (Pritchard i wsp., 2014). Chociaz
badania te zapewniaja wglad w mechanizmy wykorzystywane przez mykoplazmy do
infekowania gospodarza, nie wyjasniajg dlaczego dany gatunek mykoplazmy jest
specyficzny dla swojego gospodarza. Wigkszo$¢ gatunkéw mykoplazm, ktore maja

zdolno$¢ infekowania szerszego zakresu gospodarzy, wystepuje u gatunkow ptakow
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wykazujacych pokrewienstwo np. w obrgbie rzgdu czy rodziny (May i wsp., 2014).
Poznanie w jaki sposob zmiana gospodarza wptywa na rozwdj cech mykoplazm
zwigzanych z wirulencjg moze ulatwi¢ zrozumienie fenomenu transmisji patogenu
z jednego gatunku na drugi. Za gtowna cech¢ pozwalajacg na dostosowanie si¢ danego
gatunku mykoplazmy do nowego gospodarza zostala uznana zmienno$¢ antygenowa
biatek powierzchniowych komoérki mykoplazm, umozliwiajagca unikanie odpowiedzi
immunologicznej zakazonego organizmu. W podzniejszych badaniach zidentyfikowano
inne czynniki, sprzyjajace skutecznemu transferowi mykoplazm pomiedzy zywicielami,
takie jak np. réznice w genie ms/A kodujacym lipoproteing odpowiedzialng za
pozyskiwanie nukleotydow ze $rodowiska, wplyw czynnika metabolicznego
dehydrogenazy dihydrolipoamidowej (Lpd) na odpowiedni poziom energii
umozliwiajacy skuteczng kolonizacj¢ organizmu gospodarza, czy mechanizmy
odpowiedzialne za zdolno$¢ adhezji do komodrek gospodarza (Dowling i wsp., 2020).
Zakazenie M. gallisepticum u drobiu jest najczesciej przyczyna przewleklej
choroby uktadu oddechowego i1 zakaznego zapalenia zatok podoczodotowych. Zmiana
gospodarza jest czgsto czynnikiem wptywajacym na zmiang przebiegu choroby i obraz
objawow klinicznych zakazenia. U dziwuszek ogrodowych zakazenie bylo przyczyna
wysokiej $miertelnosci wynikajacej z cigzkiego zapalenia spojowek, prowadzacego do
zmniejszonej zdolnosci pobierania pokarmu i mozliwo$ci ucieczki przed drapieznikami.
Analiza filogenetyczna szczepow izolowanych od tych ptakéw wykazata, ze zmiana
zywiciela byla spowodowana introdukcjg konkretnego szczepu M. gallisepticum, ktory
wykazat potencjat zaadoptowania si¢ do nowego gospodarza (Bonneaud 1 wsp., 2019).
Poréwnanie sekwencji catego genomu szczepoéw mykoplazm z ogniska epizootycznego
u drobiu i1 od dziwuszek wykazato, Ze zmiana gospodarza byla zwigzana z istotnymi
zmianami w genach zmiennej powierzchniowej lipoproteiny (v/hA4) oraz utrata genow,
takich jak utrata locus DNA specyficznego dla gospodarza (4sd), ktory prawdopodobnie
odpowiada za tropizm tkankowy, a takze ze zmianami w genach odpowiedzialnych za
cytoadherencje (Dowling 1 wsp., 2020). Ten zespot badaczy przeprowadzit badania
z wykorzystaniem dwoch metod: jakosciowego testu immunofluorescencji rdznicowej
(DIF) 1 ilosciowego testu z gentamycyng. Test DIF pozwala na wizualizacje wewnatrz-
1 zewnatrzkomérkowych bakterii w zainfekowanych komodrkach ptakow, natomiast
ilosciowy test z gentamycyng umozliwia wykrycie jedynie zywych bakterii ulokowanych
wewnatrzkomoérkowo (Dowling 1 wsp., 2020). Wyniki tych badan dowiodty, Ze szczepy

M. gallisepticum i1zolowane od dziwuszki ogrodowej wykazuja wiekszg zdolnos¢ do
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adhezji, inwazji, utrzymywania si¢ iopuszczania komorek fibroblastow zarodkow
kurzych, niz referencyjne zjadliwe (Rlow) i atenuowane (Rhigh) szczepy drobiowe.
Dodatkowo, w odréznieniu od szczepdw drobiowych, szczep M. gallisepticum z ogniska
epizootycznego zieby domowej HF 1994 wykazywal wyrazny brak cytotoksycznosci.
Z kolei szczep M. gallisepticum izolowany od dziwuszek wykazywal zdolno$¢ do
wykorzystywania Srodowiska wewnatrzkomodrkowego, co mogto mu utatwi¢ kolonizacje,
rozprzestrzenianie si¢ 1 unikanie odpowiedzi immunologicznej ze strony nowego
gospodarza.
1.2.9.Czynniki majace wplyw na wystepowanie Mycoplasma spp. u poszczegélnych
gatunkow ptakow

Nie stwierdzono jednoznacznej odpowiedzi na pytanie dlaczego u jednych
gatunkow ptakow mykoplazmy wystepuja powszechnie a u innych rzadziej. Na obecnos¢
mykoplazm w organizmie ptakow ma wplyw wiele czynnikéw, zardwno ze strony
organizmu ptaka jak i charakterystycznych cech samych mykoplazm (Bradbury, 2005).
Mikroorganizmy zwigzane z infekcjami ukladu oddechowego, tak jak na przyktad
mykoplazmy, sa czesto normalnymi sktadnikami flory bakteryjnej i tylko w nielicznych
przypadkach wywotuja chorobe. Odpowiada za to zlozona interakcja pomigdzy
gospodarzem, srodowiskiem i wtasciwosciami kolonizujagcymi mikroorganizmoéw. Jama
nosowo-gardtowa jest potaczeniem uktadow pokarmowego i oddechowego, dlatego sktad
mikroflory wydaje si¢ tam by¢ najbardziej ztozony (Ngunjiri i wsp., 2019). Kolonizacja
jamy nosowo-gardtowej patogenami oportunistycznymi rozpoczyna si¢ w ciagu
pierwszych tygodni zycia ptakéw 1 moze by¢ modulowana przez inne mikroorganizmy z
ktorymi wchodzg one w interakcje (Hakansson 1 wsp., 2018). Wyjasnienie interakcji
miedzy patogenng a fizjologiczng florg gornych drég oddechowych moze przyczynic si¢
do wykorzystania bakterii komensalnych w celu zwalczania patogenow wywotujacych

choroby uktadu oddechowego (Man i wsp., 2017).

1.2.10.Metody stosowane do wykrywania zakazen Mycoplasma spp.

Opracowano wiele metod majacych na celu wykrycie obecnosci mykoplazm.
Wybor i1 zastosowanie konkretnej metody zalezy od celu badania. Metodami
pozwalajacymi na potwierdzenie obecnosci mykoplazm jest wykrycie ich materiatu
genetycznego lub wykonanie badania mikrobiologicznego polegajacego na izolacji
bakterii na podtozu hodowlanym. Metoda hodowlana jest okreslana jako ztoty standard

1jest niezb¢edna do potwierdzenia czynnego zakazenia oraz ostatecznej identyfikacji
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gatunku mykoplazm. Ze wzgledu na réznorodne wymagania wzrostowe mykoplazmy sa
mikroorganizmami szczegdlnie trudnymi do izolacji z wykorzystaniem metody
hodowlanej (Ferguson-Noel i wsp., 2020). Konkretne gatunki mykoplazm, a niekiedy
nawet szczepy w obrebie tego samego gatunku, posiadajg $cisle okreslone specyficzne
wymagania dotyczace skladu podloza namnazajacego czy warunkéw termicznych
inkubacji. Od 80-tych lat ubiegltego wieku w detekcji i roznicowaniu mikroorganizmow
z rodzaju Mpycoplasma znajdujg zastosowanie metody oparte na wykorzystaniu
fancuchowej reakcji polimerazy (PCR) (Vega-Orellana 1 wsp., 2017). Badania
z wykorzystaniem techniki PCR umozliwiajg szybkie, czute i specyficzne wykrywanie
DNA réznych gatunkéw mykoplazm. Obecnie czgsto stosowana jest rowniez
modyfikacja metody PCR — metoda real-time PCR, umozliwiajaca okreslenie ilosci
materialu genetycznego mykoplazm zawartego w probce (Raviv i Kleven, 2009).
Zaréwno konwencjonalne techniki PCR, jak i real-time PCR sg stosowane do
wykrywania materialu genetycznego mykoplazm bezposrednio w probkach, bez
koniecznosci stosowania metody hodowlanej. Mozliwo$¢ zastosowania reakcji PCR
pozwalajacych na identyfikacj¢ gatunku ma ogromne znaczenie dla szczegdtowej
diagnostyki i badan epidemiologicznych (Li i wsp., 2009). Kolejng z metod pozwalajaca
na szybka identyfikacje gatunku jest elektroforeza w gradiencie stezen czynnika
denaturujacego (DGGE). Metoda ta polega na uzyciu czynnika denaturujacego w réznych
stezeniach co pozwala na rozdziat fragmentéw DNA o réznej wielko$ci, ktore zatrzymuja
si¢ na roznych wysokoS$ciach §ciezki zelu tworzac specyficzny wzor rozdzialu dzigki
ktéremu mozliwe jest roznicowanie poszczegdlnych gatunkéw mykoplazm (Enright
1 Spratt, 1999). Inne metody molekularne pozwalajace na identyfikacje oparte s3 na
polimorfizmie sekwencji okreslonych sekwencji DNA, jak np. metoda MLST. Metoda ta
polega na analizie od 3 do 7 gendw referencyjnych metabolizmu podstawowego, ktére ze
wzgledu na wysoce konserwatywny charakter sa uzytecznym narzedziem do badan
filogenetycznych (Enright 1 Spratt, 1999)

W ostatnich latach metoda spektrometrii mas MALDI-TOF MS (ang. matrix-
assisted laser desorption ionization-time of flight mass spectrometry) znalazta
zastosowanie w diagnostyce mikrobiologicznej, umozliwiajac szybka 1 doktadng
identyfikacj¢ gatunkowa zdecydowanej wigkszosci mikroorganizméw izolowanych
w rutynowych laboratoriach diagnostycznych (Wjst i van den Boom, 2005).
Wykorzystanie MALDI-TOF MS do identyfikacji izolatdw mykoplazm moze by¢

utrudnione przez ograniczong liczbe widm referencyjnych mykoplazm w obecnie

28



dostepnych bazach danych. W 2019 roku Spergser i wsp. podj¢li probe stworzenia duzej
wewnetrznej biblioteki MSP (ang. main spectrum profiles) obejmujacej 13 grup
filogenetycznych w obregbie klasy Mollicutes, zawierajacych 114 znanych 1 23
nieopisanych gatunkow mykoplazm zwierzecych (Spergser 1 wsp., 2019). W tym samym
roku Baudler i wsp. stworzyli baz¢ danych obejmujacych 23 gatunki ptasich mykoplazm,
w tym rowniez 4 szczepow szczepionkowych (Baudler 1 wsp., 2019). Na podstawie
analizy terenowych izolatow réznych gatunkow Mycoplasma spp. zostata oszacowana
96% skuteczno$¢ tej techniki w identyfikacji drobnoustrojéw na poziomie gatunku.
Nalezy jednak podkresli¢, ze w probkach terenowych moze by¢ jednocze$nie obecnych
kilka gatunkéw mykoplazm. Zastosowanie techniki MALDI-TOF MS do badania probek
zawierajacych kilka gatunkdéw patogenu w jednej probcee, przeprowadzone na podstawie
identyfikacji gatunkéw mykoplazm izolowanych od ludzi i1 bydta ujawnito znaczne
ograniczenia tej metody. W probkach, w ktérych odsetek poszczegdlnych gatunkow
mykoplazm nie byl rowny, wykrywano tylko gatunek ktory byl liczniejszy (Pereyre
1wsp., 2013). Nalezy pamigta¢, ze technika ta moze by¢ stosowana wylacznie jesli
poprzedza ja skuteczna izolacja mikroorganizmu w metodzie hodowlane;j.

Innymi metodami stosowanymi w diagnostyce zakazen mykoplazmami sg metody
serologiczne, takie jak: test aglutynacji ptytkowej (SPA), test ELISA i test hamowania
hemaglutynacji (HI), ktére sag powszechnie stosowane w rutynowej diagnostyce i kontroli
zakazen mykoplazmami w stadach drobiu hodowlanego. Sa to metody posredniego

wykrywania zakazen M. gallisepticum, M. synoviae 1 M. meleagridis u ptakow.
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2. Wykaz publikacji wchodzacych w sklad rozprawy doktorskiej

Praca przegladowa

A. Sawicka, M. Durkalec, G. Tomczyk, O. Kursa. 2020. Occurrence of Mycoplasma
gallisepticum in wild birds: A systematic review and meta-analysis. PLoS ONE
15(4): e0231545.
(punkty MEIN: 100 pkt.; IF 3,041)

Prace oryginalne

Praca 2.1 A. Sawicka, G. Tomczyk, O. Kursa, T. Stenzel. 2019. Occurrence and
relevance of Mycoplasma spp. in racing and ornamental pigeons in Poland.
Avian Dis. 63(3): 468-473.
(punkty MEIN: 70 pkt.; IF 1,493)

Praca 2.2 A. Sawicka-Durkalec, O. Kursa, .. Bednarz, G. Tomczyk. 2021.
Occurrence of Mycoplasma spp. in wild birds: phylogenetic analysis and
potential factors affecting distribution. Sci. Rep. 11: 17065.

(punkty MEIN: 140 pkt.; IF 4,379)

Praca 2.3 A. Sawicka-Durkalec, G. Tomczyk, O. Kursa, T. Stenzel, M. Gyuranecz.
2021. Evidence of Mycoplasma spp. transmission by migratory wild geese.
Poultry Sci. 101: 101526.

(punkty MEiN: 140 pkt.; IF 3,352)

Lacznie: 450 punktow MEiN; IF 12,265!

"Punktacja wedlug wykazu czasopism MEIN oraz wspotczynnik wptywu Impac Factor (IF)
wedtug Journal Citation Reports zgodnie z rokiem opublikowania prac.
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2.2. Cel i zakres pracy doktorskiej

Glownym celem pracy doktorskiej byta ocena czestosci wystepowania zakazen

oraz analiza filogenetyczna Mycoplasma spp. u ptakéw wolno zyjacych i gotebi.

Zadania szczegdlowe obejmowaly:

1.

Ocene wplywu czynnikow takich jak: typ siedliska, zwyczaje zywieniowe oraz
zjawisko migracji na czg¢stos¢ wystepowania Mycoplasma spp. u ptakow wolno
zyjacych (praca 2.2)

Oceng obecnosci zakazen M. gallisepticum 1 M. synoviae u ptakow wolno zyjacych

1 gotebi w Polsce (prace 2.112.2)

. Analize filogenetyczng sekwencji genu rpoB M. anserisalpingitidis izolowanych od

dzikich gesi (praca 2.3)

Oceng¢ roli dzikich gesi jako potencjalnego rezerwuaru i1 wektora mykoplazm

patogennych dla hodowlanego drobiu wodnego (praca 2.3)

Opracowanie i walidacje metody PCR pozwalajacej na wykrywanie poszczegolnych

gatunkow z rodzaju Mycoplasma swoistych dla gotebi (praca 2.1)

5.1. Analiz¢ réznic w wystepowaniu mykoplazm charakterystycznych dla gotgbi
w zalezno$ci od typu uzytkowego ptakow oraz ich kondycji zdrowotnej
(praca 2.1)

5.2. Ocen¢ mozliwosci wystepowania koinfekcji poszczegdlnymi gatunkami
mykoplazm w zalezno$ci od kondycji zdrowotnej i typu uzytkowego gotebi

(praca 2.1)
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. Whioski

. Wybrane gatunki ptakow wolno zyjacych jak roéwniez golebie sg podatne na
zakazenia jednym lub kilkoma gatunkami Mycoplasma sp., przez co stanowia
naturalny rezerwuar tych patogenow.

. Wykazano zwigzek pomig¢dzy obecnoscig zakazen Mycoplasma spp. u ptakow wolno
zyjacych a czynnikami $rodowiskowymi, takimi jak: rodzaj diety, preferowane
siedlisko 1 migracja.

. W badanych probkach pochodzacych od ptakow wolno zyjacych i golebi nie
stwierdzono obecno$ci materialu genetycznego M. gallisepticum i M. synoviae,
a zatem ryzyko transmisji tych patogenow do drobiu hodowlanego jest niskie.

. Dzikie gesi stanowig rezerwuar Mycoplasma spp. 1 moga petni¢ role wektora zakazen
dla hodowlanego drobiu wodnego.

. Opracowane testy PCR do wykrywania mykoplazm swoistych dla gotebi sg uzyteczne
do gatunkowego rozrdznienia M. columbinum, M. columborale 1 M. columbinasale.

. Nie potwierdzono zwiagzku pomiedzy kondycja zdrowotng gotebi a wystepowaniem
Mycoplasma spp., jednak u ptakow wykazujacych objawy kliniczne Mycoplasma spp.
byta czesciej wykrywana u gotebi pocztowych niz u ozdobnych, co moze sugerowaé
role mykoplazm w patogenezie tego typu uzytkowego.

Stan zdrowia 1 typ uzytkowy gotebi moze wptywac na proporcje wystgpowania

poszczegbdlnych gatunkow mykoplazm specyficznych dla tego gatunku ptakow.
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