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Development of a rapid screening technique for the detection of 
macrolide-resistant strains of Mycoplasma hyopneumoniae in swine.

LMNOPQ
�RSH�TUVW���� X ���Y�ZV[\]^_`abcQdefghV

WijkaMycoplasma hyopneumoniaelmijG�nZop\qrsJtuvwxykaz
{u|}qr~c������������Z���_`�N�qr�G�w��kaz q

r�tn~Hn�p�_`
 p�`��������qr��������Z���tw�kaz

�������qr~�������s ¡��Q¢�q�k\£¤_`�|}r¥¦�§�V

W
 �tw�kaHn�sJtnZop\i¨©ª«¬­®¯wxyka�§°
 �tn~p

�`��&5�±²³´@;3Z
µ¶ ���Y·¸3¹D
 3��Y·D� ¦�p~�µ¶ �3��Y·Dº»

¼3��½�F� Q¾¿³À³�Á�ÂÃÄ_`az Å§¥ÆÇÈPVW¾¿³À³�Á�wÉ]Ê

�Ë;3�³Ì�ÍÎÏmQ
 »ÐÑÒ¥ÓÔ­ÕÎwÉÖka�§°×F@ØªQË;3ÙÚÛ

ÜÝÞÜßÎQ��tÂ�à_`az §QÕÎ¥ijáâ}nw{ukaUã
 ä��å

QæçVWèéwê�ë¥ZìÊ�íî~�íî¥¦ïaz ëa
 defghQðrwñò

�k\xyÊ�Uã~ó.Bô.-�×F@wxyÊ�aõ
 èéwê�ë¥Q¶ìíî~ö·íî¥

¦ïaz


����ª�©��¶÷ø«��ù³´ ��ª�©��¶÷�ª«

¬úrúûüå³�ýþ�ç��

�����ª�©��¶÷ø«��ù³´ ��ª�©��¶÷�}�

©�f��ù³´�

&����ª�©��¶÷ø«��ù³´ ��ª�©��¶÷ �³�f

��ù³´�

�����ª�©��¶÷	
R�¶

��F
��.B�
ó-,ó��:�ôC
� � 9:,�,ó��:--�.BB � +,-./,�0123435+68�

;:ô,
ó:�� 6óBô,ô�ô.�
��3ó,�:��+.:�ôC8�F.óô.�� �
��3ó,�:��Ë,B.:B.�

F
óô�
��:ó-�×�.�.óô,
ó8�D�
���
��2,
�
�,�:��×�
-��ôB8���
�,ô��

F
óô�
��Ë,�,B,
ó8�&�
�Y8�0:óó
ó-:,8�?B�/��:�6�:�:/,�&�Y��·Y½8�

�3×3;

?.�A�:� � ��G�·&·�H·H�

=��:,� � �.�ô,�. :����!�
!>�

�����

cQ� � �� � ��de �9×5� ~Mycoplasma 
hyopneumoniaeZ»ï\"#_`�z $cQ%&Ê��§
°Z~9×5¦Ð' �()`�*+cZ,-tQ.p/t

Q01t2f¥¦�
Y8�
H�z ×@@53ä³�4�åÍs ¡

5�Q67s ¥»Ð789k
 jðcQ.p:;<Z

=>k\p�
½�z

9×5���k\
 ?�ù��|}rQ@¤ÂAB¬¥

¦�z §`WQ@¤Z»��é~�CUQÉD�EVWF

GÊ�HÐ.p�Q�­ï\p�Y�z Ê­)IfJhÍ�

Kw��HÐLM­NOÂPW`��pQ§�¥¦�z kV

kRS�k\9×5TUcQVã~LMWJ9Ê�§�­W


�H



Bull. Natl. Inst. Anim. Health ;
!�

�!�����X�:ó�:������·7

�

YfÂLMZZW.pVã¥[\k\p�z ÅQç]�

k\
 ×@@5^3ä³�4�åÍ5Qs Z��­Q_ø`

abî¥Q�������?�ù�Qc>3qr�t��

�����Q]dÂ¦��8�H8�·8�G8
�8�
·�z efZºp\~cq

QgZ�������ijwxykqrsJtuvZ»

Ð�h�������nZsJtw�Ê��qrQ��

Âiì¥¦�z jk­§�Zdx~TUl�Z�����

��wijÊ�§�~­W
 AB¬Zmn_`�qrw@

¤k\p�z ­o­WM. hyopneumoniae~páâ}Qq
�o¥
 9×5fJhVWY}wijÊ�ë¥Zö& r�

stìÊ�§�3uÐvpQpk_VWijw¦MWõ\k

ëQQ¥¦�
Y8�
H�z Mycoplasma hyopneumoniaeQqr�
tZ=Ê���~wõ\xÂO­W
 4:�:�
ô
WÂI

Y¥
G·��yz{Zijka*�|+QnÂÀ}�ä��

��Z�t9Z¦�§�w�Ê§����
 ^,��:WÂ�����Z

~å�³¥ijkanVW��������å������

�t
·�
 �fW����Y�ZLMijnVW��������

�������twÅ`�`��k\p��[¥¦�½8�G�z

Y��¥~
 9×5���k\@¤_`�|}tªþQ

qrsJtuv�M. hyopneumoniaeqr�tnZ��
w¦\
 lmZº[�qr�t}nQt�3[\��

wZ��Z�DÊ����Zqr�tnZ¦ï\~ÅQ

�t��wÜ�k
 _WZÅQ��w�¤kaqr�t

nQ��Í��³��üÎw��Ê�§�w�¬�kaz

���	


��
�����
����� �LMNOPQH�TU

VW���� X ���Y�ZV[\]^_`abcQdefg

hVWijkaM. hyopneumoniaelmijnG�n���
n�nw{un�kaz §`Wa\QM. hyopneumoniae

n~N�uvZ{Ê�Uã2+���áO��� ¥&H�
 �

�Q���³å ¡�Â¢£�ZJ9Ê��­pkYIîá

âkaz

������� � qrsJtuv~qr¤¥5Q

¦§¨�~a\;FF�5Q��áO¤¥ÎZ�©\xy

ka
��z {ukaqr~6ó��,ô�
¥M. hyopneumoniaeZ
���_`�ª�«Gqr¥
 �������Q¬����

�?5�
­Áä���� ��9� º»¼®�Í����� �=9�


��������Q������� ��F97
 ùK´���

¯å�´���QùK´�� �?9�� º»¼¯å�´��

�^;��
 K¾�ü�����Qµ°���� �09�
 À}�

ä�����Q���À}�ä���� �1?F�
 �å���

���� �±���µå±�²�
 �¿³������ Q®

�����ä�� �=@�³� ¥¦�z ?5
 09º»¼1?F

~�ü�VW´µ
 ¯å�´��~�¯åÀ¶Í·K��

å¸åÍ �0!0!� »Ð
 jÐYr~T¹º�ª»qýÉ

D¶»Ði>¼paz

F½~qr¾¿À��}�³å¥Å`�`QÁÉnQ

�ÂÂ~©õ\ÃÄ_`�ë¥QiìIx �Ãb96F�

Q�ÄQIx �ÅÆ96F� ¥xykaz �nwÇÈ*É

a\Qn~&X�I¥Ãb96FÂÊËÌÍ¥¦ïaQ¥


ÅÆ96F �YxvQèé�k\Î¤_`\p�96F� Q

F½ZìÊ�áâbî~ö
Ïî¥¦ïaz

�� !"#$%&$'(�!")*+&!),$*- . / 0 1 2 � 3

4 56789:;<= > ? @ A B C D � 2+�áO¥M. 
hyopneumoniaenw� X YIîáâka}�
��wÐ}

×25¥ÑÒkae
 ÓÔÐ}kaÕ ¡}Zop\Ö�

×ZØp��Í¬­³� �6óBô:D.ó.8�2,
�@:-� æçka

�Qw×F@¤QË;3À�Õ ³}�kaz ÊÙZÉDZ

{uk­pUã~À�Õ ³}w·���ZÚ%kaz d

ðrVWQÀ�Õ ³}�Û~�GkadfJhö
�w


���Q2+�áO¥ÜÝ
 Í}�¡��ükaÞß
��w

�
����
 YiîÓÔk
 ÅQÞßw�
&8Y���
 YiîÓ

Ôkaz êW`aÕ ¡}w×25¥ÓÔÑÒkae
 }n

¥QæçÕÎ�àáZ��Í¬­³�æçwk\Ë;3À

�Õ ³}wâúkaz

�EFGHIAJ8;<KLM N�EF'O:;<P 5)*%Q*R'

678S/TUV � M. hyopneumoniaeZ¢ãtQ.pÈ
P¥Voä��}¾¿³À³�Á�wÇÈÌÍ­HÐ�_­

i¨å¥æçÌÍ­ÈPw�&5��Ë;3VW�½kó.Bô.-�

×F@QaõQ����³èé�kaz 
Bô
 �ó-�×F@��K

�ùê�Í����³~àAQèé�kaQ¥
����³

~ah¥&�ë¥¦�z ����³ì�í�èé
 º»¼

�&5��Ë;3�Å`W����³Qèéhi~�,�!
Q�ºÐ

¥¦�z


Bô�×F@~9C��Ë
�Y� ��&5��Ë;3Q
·½½�
··�¸ �

�9C��Ë
�Y@ ��&5��Ë;3Q�
�&��
��¸� Q����³

w{uk
 aåY�î�VW­�ïQð�¥xyka � 
��

01Ë�×��B�×F@¯¡�ñ³
 
�9�9�51�8�-;?×Å`�`


Y��9
 01Ë�×��B�Ë;3ä�ò�³ó �?14121� 
ô

�¡}
 �Yó9QN����³º»¼Ë;3À�Õ ³}Yî�z

×F@� �ü�´ � k\×.�/,ó�=��.��GH���ôC.��
����.�

¥��.�,ó���:ô,
ówG� � Yi
 G� � &�õ ¹½� � &�õ

¹½·� &�õQÍÀ¡�w&�ä��åöïae
 ½·� Hi

QÅÆ.�ô.óB,
ówxykaz §Q÷ø¥êW`a×F@Ø

ª~
 � 
�º»¼
 � 
��¤¥k
 Å`�`Yî�w�ó-�×F@

QÀ�Õ ³}�kaz �ó-�×F@~�
�ù:�-����³Z

9C��;.B� ��&5��Ë;3Q
GH½�
GGY¸� w¤p\p�§�

WXYZ[ \]^_[ `�'ab[ cd�'e[ fghi


�H



E

��������	

��
�����������������

wú[û÷ø�ð�3üý~
Bô�×F@�à©¥¦�z þ

M�MÉDwxyk­pUã
 ×F@Øª~·���ZÚ%

kaz

678jk5:;<lAm>n�o8pqS/Trstuv

wux � ó.Bô.-�×F@Z»Ðæç_`aö
H���Qhi

�&5�Ë;3�×F@Øª~ä��}¾¿³À³�Á�Q%�ÃÄ

QaõË;3�³Ì�Íwxykaz ëa
 ×F@ØªZo

p\Ë;3JãÜß¤ÙÚ���FD�..ó�6?9�
G7�5;× �A

í�6�� É]�� �ä��}¾¿³À³�Á�É]���

+@�
 �6-:C
�?.�Có
�
���6ó�!8�E53� Z»�ÙÚÛÜÝ

ÞÜßwxyka
G7z ;.Bô.-�×F@Z»�×F@ØªGî�Z


î�Q
����FD�..ó�6?9wÀ	
 +@�
¥GY� &õ÷ø_


aQIÙÚÛÜÝÞÜßwöïaz qrsJtn¥¦�

��n�nw�,�-��k\���w
½kÛÜÝÞQ�

QAï�iÝÞ �·-��-?� w�V
aUã
�,�-� �s

Jtn� ~�Q�ïÝÞ
 ¸À�Jã�¦�p~�7¸

À�Jã� �ä��}¾¿³À³�Á�Â%&Ê��Q� ~

�Q�ï¦�p~�ïÝÞw�Ê
G�z

y���z

������� �lmijG�nQÅÆ96FY�
 96FG�

º»¼��nQ96Fw?:��.�
Z�kaz *Éa\Qn

Â{uqrZ�k
 sJtn�k\{uka��n�

àstQsJtw�kaÂ
 HnÂ?53�95Q���

����qrº»¼�������Z���tw�k
 �

������qrZ�tw�Ên~M. hyopneumoniae

Q·�st¥¦�§�Â�WVZ­ïaz Mycoplasma 
hyopneumoniaeQ6ó��,ô�
¥QsJt¥~ùK´��·¯
å�´���qrÂ»Ð��t¥
 Å`Z�M�å���

���3������
 �������Â��t¥�|}�

tw�kaz ­º
 �tnQ�Ât�~sJtnQÅ

`��ã~ÄõW`­Vïaz


{|��}~��S�������-5�EF'O:;<�

� � �������qrº»¼�������Z���t

w�kaHnQ�&5��Ë;3Q�³Ì�Íwxyk
 sJt

nQÅ`�®¯ka�§°�tHn~p�`�
µ¶ ���Y·

¸3¹D
 3��Y·D� ¦�p~�µ¶ �3��Y·Dº»¼

�� !"#$%&$'(�!")*+&!),$*5��������40S
{|��}����n{GA�>�
5��

����������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ����������
���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ����������
���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���	
���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ����������
� � � � � � � � � �� � � � � � � � � � ����������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ����������
���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� 
��	
���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ����������
���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ����������
���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���	
���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ����������
����������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ����������
���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ����	
���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ����������
���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ����������
���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� �
��	
���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� �������������������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ����������
���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ����������
���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ����	
���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ����������
���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ����������
���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ����	
���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ����������
���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ����������
���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ����	
���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ����������
���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ����������
���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ����	� � � � � � �� � � ��� � �� � � � � � � � � �� �� � �� � � �
���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ����������
���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ���������� ����������
�� ������	

��� ���
�� 
’���� ��� ��� ��� ��� ��� ���’���	���
��	
 ���	���	���	���	���	���	� �
���	���
��	
’����	���	���	���	���	���	����’
���	����	�	
’����	���	���	���	���	���	���’
��� ���
�� 
’ ��� ��� ��� ��� ��� ��� �� �’

1st PCR

2nd PCR
���	���
��	
’����	���	���	���	���	���	����’

Fig 1. 23S rDNA sequence of Mycoplasma hyopneumoniae and primers for nested PCR used in this study. 

Table 1. MIC for Mycoplasma hyopneumoniae strains isolated in 
Japan by the broth-dilution method (n=90).

MIC (�g/ml) a

Antimicrobial
(�g )

Type strain
J

50% 90% Range

Tylosin 0 06 0 25 0 06 - >64 0 125Tylosin 0.06 0.25 0.06 >64 0.125

Josamycin 0.25 0.5 0.125 - >64 0.25

Lincomycin 0.25 0.5 0.125 - >64 0.125

Erythromycin 16 32 8 - >64 8

Tiamulin 0.06 0.125 0.03 - 0.125 0.06

Valnemulin 0.002 0.004 0.002-0.004 0.004

Kanamycin 1 4 0.25 - 8 2

Oxytetracycline 1 2 0 25 - 4 2Oxytetracycline 1 2 0.25 4 2

Enrofloxacin 0.125 0.125 0.06 - 1 0.06

a50% and 90%, MIC at which 50 and 90% of the tested strains were inhibited, respectively,.
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a The nucleotides are numbered on the basis of the E. coli sequences at 2051-2070.
b MIC of tylosin obtained by broth dilution method

(A)(A)

(B)

-

Table 2. Relationship between MIC value of tylosin and mutated 
sequences of 23S rDNA in Mycoplasma hyopneumoniae 
strains.

Fig 2. Melting curve analyses of Mycoplasma hyopneumoniae 
amplicons obtained from porcine lung samples. Quadratic 
curves (A) obtained from nested PCR amplicons that showed 
the same sequences of macrolide-  sensitive strains. Quartic 
curves (B) obtained from nested PCR amplicons that showed 
the same sequences of macrolide and lincomycin  resistant 
strains.
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