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Santrauka. Kiauliy enzootiné pneumonija (sukéléjas Mycoplasma hyopneumoniae) — 1étiné kiauliy liga. Jos
diagnoz¢ nustatoma kompleksiniais tyrimais. Vienas i§ tokiy — plau¢iy pazeidimy vertinimas pagal R. F. Goodwin ir P.
Whittlestone rekomenduota metodika (1968). Serganciy enzootine pneumonija kiauliy plauciy pazeidimai skiriasi nuo
kity mikroorganizmu (Haemophilus parasuis, Actinobacillus pleuropneumoniae, Pasteurella multocida) sukelty
pazeidimy.

Tyrimams buvo atrinktos 187-206 dieny 396 kiaulés i§ devyniy skirtingy fermy (po 44 kiaules). Plauciy
pazeidimai, biidingi enzootinei pneumonijai, vertinti paskerdus kiaules skerdyklose. Plauciai su pazeidimais atrinkti
mikrobiologiniams tyrimams (mikoplazmy atzvilgiu). Mycoplasma hyopneumoniae (M. hyopneumoniae) i§ plauciy
méginiy iSskirta metodais, taikomais Danijos veterinarijos laboratorijoje (Friis, 1975).

M. hyopneumoniae i§ plauciy isskirta ir identifikuota disky augimo slopinimo (DGI) reakcija 80,6% atveju.
Enzootinés pneumonijos sukéléjo genetinei jvairovei nustatyti i§ kiekvienos fermos isskirty mikoplazmy padermes
tyréme atsitiktinés amplifikacijos polimorfinés DNR (AAPD) analizés metodu. Tyrimai parodé, kad mazo specifiskumo
pradmuo generavo PGR amplifikavimo produktus, budingus M. hyopneumoniae rusiai. Atsitiktinés amplifikacijos
polimorfinés DNR analizés metodu nustatyta iSskirty M. hyopneumoniae padermiy genetiné jvairove.

RaktazodZiai: enzootiné pneumonija, plauciy pazeidimai, atsitiktiné amplifikacijos polimorfiné DNR.

EVALUATION OF LUNG LESIONS ENZOOTIC PNEUMONIA AND IDENTIFICATION
OF MYCOPLASMA HYOPNEUMONIAE

Summary. Mycoplasma hyopneumoniae is the primary agent of enzootic pneumonia, one of the most chronic
diseases in pigs herds, with high morbidity. Diagnosis of enzootic pneumonia has been characterized by complex
investigations. One of such investigations scored lung lesions by R.F. Goodwin and P. Whittlestone (1968). Lesions of
mycoplasmal pneumonia are characteristic and differ from those induced by other agents (Haemophilus parasuis,
Actinobacillus pleuropneumoniae, Pasteurella multocida).

Total 396 pigs from nine farms (in each 44) 178 — 206 days were selected for the experiment. Lungs with gross
lessions were selected for microbiological investigation. All mycoplasma cultivation procedures were performed
according to the methods used in the mycoplasma section at the Danish Veterinary laboratory in Copenhagen (Friis,
1975). Isolated strains of mycoplasma were identified by the disc grow inhibition test (DGI), using antisera against the
type ,,J* strain of M. hyopneumoniae and strain Ms 42 of M. flocculare. M. hypneumoniae was isolated and identified
by the disc grow inhibition test (DGJ) in 80,6%. RAPD analysis confirmed that M. hyopneumoniae strains, isolated by
classical methods, belonged to the same M. hyopneumoniae species. RAPD results showed that in different farms it
was possible to obtain genetically heterogenous strains.

Keywords: enzootic pneumonia, lung lessions, randomly amplified polymorphic DNA.

Ivadas. Kiauliy enzootiné pneumonija, sukelta Siugzdaite, Garlaite, 2002; Stipkovits et al., 2003;
Mycoplasma  hyopneumoniae (M. hyopneumoniae), Stakenborg et al., 2002). Informatyvus ir specifinis
registruojama daugelyje Saliy (Christensen et al., 1999; plaudiy pazeidimy vertinimas skerdziant ar gyvuliui
Maes et al., 1996; Ross, 1999; Stakenborg et al., 2004; nugaiSus. Nustatyta, kad budingi S$iai ligai plauciy
Stipkovits et al., 2003; Thacker et al., 2000). Mikoplazma  pazeidimai randami nuo 30% iki 80% paskersty kiauliy
i§ uzdegimo pazeisty kiauliy plau¢iy vienu metu i§skyré  (Hill et al., 1992; Ross, Young, 1993).

R. F. Goodwin su grupe mokslininky (1965) Jungtinéje Mikoplazmos nuo kity bakterijy skiriasi tuo, kad
Karalystéje bei C. J. Mare ir W. P. Switzer (1965) neturi lastelés sienelés ir yra apsuptos trisluoksne
Jungtinése Amerikos Valstijose. Enzootinei pneumonijai  citoplazmine membrana. Mikoplazmos,  biidamos
diagnozuoti vertinami klinikiniai sergan¢iy kiauliy membraniniai fakultatyviniai parazitai, yra reiklios
simptomai, tikslinga atsizvelgti ir | epidemiologinius  maitinamosioms terpéms. Augimo terpése joms butini
tyrimus. Taciau ligos klinikiniai simptomai néra rySkiis  sterolai ir riebiosios riigstys.

dél galimy asocijuoty infekciju (Haemophilus parasuis, M.  hyopneumoniae i$skyrimg i§ klinikinés ir
Actinobacillus pleuropneumoniae, Pasteurella multocida)  patologinés medziagos apsunkina saprofitiné mikoplazmuy
(Kobish, Friis, 1996). Enzootinés pneumonijos diagnozé risis M. flocculare ir patogeniné rusis M. hyorhinis,
turi biiti patvirtinta laboratoriniais tyrimais (Friis, 1975;  kurios lokalizuojasi kvépavimo takuose (Zhuang, 2002).
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Mikoplazmoms  identifikuoti  naudojamos  ivairios
fluorescuojanciy antikiiny modifikacijos (Meyling, 1979;
giugidaité, Kevisas, 2001). Placiai  taikomos
polimerazinés grandininés reakcijos (Calsamiglia et al.,
1999; Harasawa et al., 1997; Verdin et al., 1996). Kadangi
Sie metodai yra greiti, specifiski, nepriklauso nuo
mikroorganizmy gyvybingumo arba virulentiSkumo, gali
buti taikomi tiriant gyvas kiaules, taip pat patologing
medziaga (Ruiz, Pijoan, 2000). Jautrus ir specifiSkas
metodas nustatant mikoplazmy DNR seky ivairove yra
PGR, kurioje naudojamas vienas mazo specifiSkumo
oligonukleotidinis pradmuo (Geary et al., 1994; Stérk et
al., 1998). Atsitiktinés amplifikuotos polimorfinés DNR
metodas skatina DNR  segmenty amplifikavima
homologiniam genomui sukurti. Net ir labai artimy rasies
padermiy tam tikros DNR fragmenty specifinés sekos gali
skirtis (Stakenborg et al., 2002).

Darbo tikslas ivertinti plaudiy pazeidimus,
budingus enzootinei pneumonijai, i§skirti ir identifikuoti
M. hyopneumoniae padermes, vyraujancias
kiaulininkystés tkiuose.

Medziagos ir metodai. Tyrimams atrinktos 396
kiaulés (187-206 dieny) i§ devyniy fermuy (po 44 i
kiekvienos). Tyrime dalyvaujanciuose kompleksuose
buvo auginamos misrios veislés kiaulés (landrasai,
diurokai, pjetrenai, jorkSyrai, kryzminti su Lietuvos
vietine ir Lietuvos baltaja). Skerstos 187-206 dieny
kiaulés. Plauciy pazeidimai vertinti pagal R. F. Goddwin
ir P. Wittlestone (1968), kurie nurodo, kad maksimaliai
kiauliy plauciai gali biiti pazeisti 55%. Kiekvienai plauciy
sri¢iai tenka atitinkama pazeidimy dalis: virSutinéms
kairiajai ir deSiniajai — po 10%, Sirdinéms kairiajai ir
deSiniajai — po 10%, apatinei kairiajai ir deSiniajai
diafragminéms — po 5%, vidurinei plauciy daliai taip pat
5% (1 pav.).

10 %
10%
10 %

° 5%
5%
5%

1 pav. Plauciy paZeidimy vertinimas pagal
R. F. Goodwin ir P. Whittlestone (1968)

Plau¢iy méginiai (4x5 cm  gabaléliai) su
mikoplazmoms budingais pakitimais paimti i§ pazeisty
plauciy viety. IS plauc¢iy méginiy, panaudojus selektyvini
PPLO sultinj (Difco, JAV), paruosta 20% suspensija.
Meéginiai homogenizuoti. 0,2 ml paruosStos suspensijos
paséta i selektyves maitinamasias terpes (NHS4, S),
tirilamieji meéginiai kultivuoti aerobinémis salygomis.
Mikoplazmy augimas (terpés spalvos pasikeitimas)
vertintas po 5-8 dieny. M. hyopneumoniae fermentuoja
gliukozeg, dél to terpés pH rugstéja, spalva iS avietinés
keiCiasi | geltonag. Toliau perséti buvo atrinkti
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mégintuvéliai su pakitusia terpés spalva. Skystoje
selektyvinéje terpéje mikoplazmy kultlira perséta tris
kartus. Tiriamoji mikroorganizmy kultira (0,1 ml) séta
ant standziy selektyviy (NHS4, S) maitinamyjy terpiy.

Pasétos  kultiros  Petri  lékstelése  kultivuotos
mikroaerofilinémis salygomis. Augancios mikoplazmy
kolonijos pra¢jus 24-78 wval. buvo stebimos per

mikroskopa (didinta 10-40 karty). M. hyopneumoniae
identifikuoti atlikta disky augimo inhibicijos (DGI)
reakcija. Naudoti popieriniai diskai su antiserumais pries§
M. hyopneumoniae ,J* ir prie§ M. flocculare Ms 42
etalonines padermes. M. hyopneumoniae 1§ plauciy
méginiy i$skirta metodais, taikomais Danijos veterinarijos
laboratorijoje.

Galimiems isskirty mikoplazmy padermiy genetiniams
skirtumams nustatyti taikytas atsitiktinés amplifikuotos
polimorfinés DNR metodas (AAPD), kitaip vadinamas
pasirinktinio pradmens PGR. Tam tikslui buvo ruosiamas
30 pl PGR misinys: 1 pl tiriamosios DNR, 3 pl Ampli
Taq 10x buferio (Perkin Elmer), 3pl MgCI2 (25 mM,
Perkin Elmer), 1,2 pl dNTPs misinio (10 mM, Perkin
Elmer), 3pl Stofeel buferio, Iul OPA3 pradmens
(AGTCAGCCAC), 0,3 pl (1,25 U) Ampli Tag DNA
polimerazés (Perkin Elmer), 0,15ul AmpliTaq Stoffel
fragmento ir 17,35 pul DEPC vandens. AAPD PGR buvo
atliekama amplifikatoriuje ,,Perkin Elmer* 2400. Pradiné
denatiiracija buvo atliekama 92°C 2 min. Tada 45 ciklus
amplifikuota laikantis tokiy parametry: denatiiracija — 92°
C 1 min., hibridinimas su pasirinktu pradmeniu OPA-3 —
36°C 1 min., ilginimas — 72° C temperatiiroje 2 min. PGR
amplifikacijos produktai buvo analizuojami 1% agarozés
gelyje, dazytame etidzio bromidu (koncentracija 1 pg/ml).
PGR rezultatai UV lempos spinduliuose buvo lyginami su
molekulinés masés DNR standartu ir tarpusavyje.
Nuotraukos padarytos taikant ,Westburn firmos
Genegenius“ dokumentavimo sistema.

Tyrimo rezultatai. Vizualiai jvertinus 398 paskersty
kiauliy plaucius pagal R. F. Goodwin ir P. Whittlestone
(1968) rekomenduota metodika, (1 pav.) méginai buvo
tirti mikoplazmuy atzvilgiu. Paséty mikoplazmy augimas
vertintas pragjus 5-8 dienoms. M. hyopneumoniae
fermentavo gliukozg ir neskaldé arginino, tad terpés pH
rugstéjo. Paséjus tiriamyju mikoplazmy kultira ant
standziy selektyviy terpiy, po 24-48 wvalandy buvo
matomos M. hyopneumoniae kolonijos. Daugumai
mikoplazmy raiSiy badinga kepto kiausinio (,,fried egg®)
morfologija. Taciau M. hyopneumoniae kolonijy centras,
skirtingai nuo M. hyorhinis ar M. bovis, néra iskiles (2
pav.), kolonijos létai ant agaro auga iki 10 dieny. M.
flocculare buvo vertinama atsizvelgiant { tai, kad skystoje
selektyvinéje maitinamojoje terpéje dauginasi 1étai,
augimas pastebétas praéjus 12 pary nuo séjimo.
Enzootinés pneumonijos sukéléjas M. hyopneumoniae
buvo isskirtas 80,6% atvejy (i§ 319 plauciy méginiy). M.
hyopneumoniae identifikuota panaudojus specifinius
antiserumus prie§ M. hyopneumoniae ,,J° ir prie§ M.
flocculare Ms 42 etalonines padermes.

M. hyopneumoniae genetinei jvairovei patvirtinti i$
kiekvieno tkio kiauliy iSskirty mikoplazmy padermiy
taikéme AAPD metoda.
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2 pav. Mycoplasma hyopneumoniae augimas ant
seletyvios maitinamosios terpés (padidinta x 25)

Tos pacios risies mikoplazmy padermés, iSskirtos
skirtingose vietovése, gali genetiskai skirtis, todél mazo
specifiskumo  pradmens AAPD metodas taikytas
devynioms kiauliy fermose iSskirtoms ir identifikuotoms
paderméms. Visos amplifikavimo produkty linijos (3
pav.) agarozés gelyje buvo budingos 10 méginyje
esan¢ioms M. hyopneumoniae teigiamai kontrolei (,,J
padermé). Lyginant visy méginiy amplifikavimo
produktus su teigiama kontrole arba tarpusavyje buvo
matyti, kad tarp iSskirty padermiy yra rySys. Visy méginiy
amplifikavimo produktai su OPA-3 pradmeniu buvo
tokio ilgio, kaip ir tipiné ,,J* padermé. Penkto ir septinto
méginiy vidurinés linijjos PGR produkty ilgis skyrési nuo
kity padermiy ir viduriniojo PGR produkto linijos
agarozés gelyje. Jos buvo i$sidés¢iusios aukscéiau nei kity
méginiy. Vadinasi, PGR produkty ilgis Sioje vietoje buvo
trumpesnis nei kity padermiy ir teigiamos kontrolés.
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Takeliai: M — molekulinés masés zymeklis; 1 — 9 specifiniai amplifikavimo produktai; 10 — teigiama kontrolé

3 pav. M. hyopneumoniae padermiy tyrimai atsitiktinés amplifikuotos polimorfinés DNR analizés metodu

Aptarimas ir iSvados. Enzootinei pneumonijai
budingi plauciy pazeidimai skiriasi nuo  kity
mikroorganizmy sukeliamy pazeidimy (Kobish, Friis,
1996). Norédami patvirtinti plauciy pazeidimus, méginius
iStyréme mikrobiologiskai.

M. hyopneumoniae nustatyti panaudoj¢ specifinius
antiserumus prie§ M. hyopneumoniae ,,J* ir prie§ M.
Sflocculare Ms 42 padermes, 80,6% atvejy identifikavome
M. hyopneumoniae. Nustatyta, kad biidingi enzootinei
pneumonijai plauciy pazeidimai randami nuo 30% iki
80% paskersty kiauliy (Ross, Young, 1993). Misy
taikytas plau¢iy pazeidimo vertinimo biidas nesudétingas
ir pakankamai objektyvus. Si metoda rekomenduotume
taikyti Salies skerdyklose tiriant kiauliy enzootinés
pneumonijos i$plitima. R. F. Goodwin ir P. Whittlestone
(1968) plauciy tyrimo metodas placiai taikomas Danijos ir
Naujosios Zelandijos skerdyklose (Christensen et
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Cullinane, 1990).

I8skirty mikoplazmy padermiy genetinei ivairovei
nustatyti tinka AAPD metodas (Stakenborg et al., 2002).
Siuo metodu istyréme M. hyopneumoniae padermes,
i$skirtas 1§ skirtingy kiauliy fermy.

Tyrimai parodé, kad mazo specifiSkumo pradmuo
generavo PGR amplifikavimo produktus, budingus M.
hyopneumoniae rusiai. PaaisSkéjo, kad tarp iSskirty M.
hyopneumoniae padermiy genetiniai skirtumai atsitiktinio
pradmens pasirinktose DNR srityse néra Zenklis.
Skirtumus biity galima paaiskinti heterogeniskumu, kuris,
misy nuomone, gali atsirasti dél taskiniy genetiniy
mutacijy. AAPD metodas tik pastaruoju metu placiau
pradétas taikyti genetinés mikoplazmy ivairovés tyrimams
(Stakenborg et al., 2002). Siuo metodu galima bity
prognozuoti ir mikoplazmy padermiy virulentiskuma
(Vicca et al, 2003). Norint iStirti genetinio
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heterogeniskumo priezastis, miisy manymu, biity tikslinga
nustatyti genomo sekas konservatyviajame mikoplazmy
DNR regione 16S rRNA, atlikti filogeneting analize
lyginant tarpusavyje gautas sekas.

ISvados.

1. Ivertinus plauciy pazeidimus, biidingus enzootinei
pneumonijai, i§ plau¢iu méginiy 80,6% atveju isskirtas ir
identifikuotas sukéléjas Mycoplasma hyopneumoniae.

2. Atsitiktinés amplifikacijos polimorfinés DNR
analizés metodu nustatyta skirtingy tkiy Mycoplasma
hyopneumoniae padermiy genetiné ivairove.
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