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PCR - DIJAGNOSTIKA INFEKCIJE KOD SVINJA KOJU
IZAZIVA MYCOPLASMA SUIS®
MOLECULAR DIAGNOSTICS OF SWINE INFECTION CAUSED BY
Mycoplasma suis

A. Potkonjak, B. Lako, Vesna Mili¢evi¢, B. Savié, V. Ivetié,
Dobrila Jakié-Dimié, O. Stevancevié, B. Toholj™

Patogena hemoplazma, nazvana Mycoplasma suis (prethodni na-
ziv Eperythrozoon suis) je uzrocCnik eperitrozoonoze svinja ili ikteroane-
mije svinja. Uzro¢nik moZe inficirati i ljude. Oboljenje je veoma raspros-
tranjeno u svetu. Najcesc¢a je latentna infekcija svinja izazvana M. suis.
Nakon delovanja faktora stresa, oboljenje se klini¢ki manifestuje. Akut-
ni tok se odlikuje pojavom febrilnog stanja i ikteroanemije. Dijagnoza
oboljenja se, uobicajeno, postavija na osnovu epizootioloSke ankete,
klinickog pregleda i mikroskopskog pregleda razmaza krvi svinja oboje-
nog, najéesc¢e, po Gimzi. Razvijene su savremene metode moleku-
larne biologije poput PCR, koje su osetljivije i specifiCnije u postav-
ljanju dijagnoze infekcije svinja izazvanih M. suis. Primenom PCR testa,
ovim ispitivanjem je utvrdeno prisustvo M. suis na farmama svinja u Re-
publici Srbiji.

Kljucne reci: Mycoplasma suis, Eperythrozoon suis, anemija, svinje,
PCR dijagnostika

Uvod / Introduction

Mycoplasma suis je uzro€nik eperitrozoonoze svinja, imununoloski
posredovane hemoliticke anemije. Morfolo$ki se karakteriSe prisustvom okruglih,
ovalnih, Stapicastih ili prstenastih formi, pre¢nika od 0,8 um do 2,5 um ili ¢ak i
vecéeg, na povrsini eritrocita (Li i sar., 2008). Ove bakterije se umnozavaju jedino in
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vivo, izvodenjem bioloSkog ogleda na splenektomisanim zivotinjama. Eventualnu
mogucnost umnozavanja M. suis u uslovima in vitro saopStavaju Nonaka i sar.
(1996). Velitina genoma M. suis iznosi 745 kb, koji do danas nije sekvencioniran
(Hoelzle, 2008; Messick i sar., 2000).

Eperitrozoonoza svinja je oboljenje raSireno Sirom sveta i pojavljuje se
u svim starosnim kategorijama svinja (Messick, 2004). Prevalencija infekcije u
Nemackoj, u populaciji tovljenika iznosi 13,9 % i infekcija je prisutna na 40,3 %
farmi svinja (Ritzmann i sar., 2009). Prevalencija infekcije svinja izazvane M. suis u
Brazilu krec¢e se od 13,3 do 24 % (Guimaraes i sar., 2007). Ovo oboljenje je od ve-
likog ekonomskog znacaja za svinjarstvo i morbiditet iznosi 30 %, a mortalitet od
10 do 20 % (Wu i sar., 2006).

Eperitrozoonoza svinja proti¢e u akutnom ili hroni€énom toku (Gwalt-
ney, 1995). U akutnom toku kada je u krvi prisutan veliki broj uzro¢nika, bolest se
kliniCki ispoljava pojavom hemolitiéne anemije kod prasadi, a rede i kod tovljenika
i krmaca. Hronic¢ni tok eperitrozoonoze moze proticati potpuno asimptomatski.
Kada je ispoljena klini¢ka slika, zapaza se anemija i/ili ikterus kod novorodene
prasadi uz slabo napredovanje; zaostajanje u rastu i razvoju tovljenika i pore-
mecaji reprodukcije kod krmaca (Hoelzle, 2008).

Laboratorijska dijagnostika infekcije kod svinja izazvane Mycoplasma
suis se zasniva na mikroskopskom pregledu hemijski obojenog razmaza perifer-
ne krvi svinja, s obzirom na to da kultivacija uzro€nika u in vitro uslovima nije
moguca. Navodi se da je mikroskopski pregled hemijski obojenog razmaza krvi
svinja, ograni¢ene vrednosti zbog nize osetljivosti i specificnosti. Danas su raz-
vijene metode molekularne biologije za dijagnostiku ove infekcije svinja, koje su
osetljivije i specifiCnije. Razvoj novih tehnologija za manipulaciju genomom M.
suis, izmedu ostalog, otvara moguénosti za razumevanje vaznih bioloSkih oso-
bina hemotropnih mikoplazmi koje su odgovorne za inficiranje sisara. Kao efi-
kasna molekularna tehnika za identifikaciju hemotropnih mikoplazmi kod Zivotinja
navodi se PCR, koja se zasniva na amplifikaciji 16S rRNK gena, rpoB gena ili spe-
cificnog fragmenta genoma od 1,8 kb za M. suis. Ovi testovi mogu da se koriste i
za dijagnostiku latentne infekcije M. suis kod svinja, kada zivotinje ne ispoljavaju
klinicke simptome bolesti. Molekularne tehnike za dijagnostiku eperitrozoonoze
su unapredene uspostavljanjem LightCycler real-time PCR metode za kvantita-
tivnu detekciju M. suis. Visoko konzervirani msg1 gen, koji kodira povrsSinski lo-
kalizovani protein sli¢an sa GAPDH, a ima ulogu u adheziji za eritrocite, predstav-
ljia gen izbora za definisanje prajmera koji se koriste za PCR. Prednosti ove me-
tode jesu: smanjen rizik kontaminacije, visoka produktivnost, standardizacija i
mogucnost koris¢enja razli¢itih bioloSkih materijala - uzoraka (krv, organi itd.).
Novi real-time protokol za identifikaciju M. suis je specifian, senzitivan, repro-
ducibilan i pouzdan. Kvantitativni metodi omoguéavaju uspostavljanje i procenu
znacaja terapijskih i profilaktiCkih procedura, kao $to su vakcinacija i aplikacija
antibiotika. Primenom visoko osetljivih i specificnih tehnika molekularne biologije,
moguce je identifikovati prisustvo M. suis kod klini¢ki obolelih ili latentno inficira-
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nih svinja, kao i identifikovati vektore i rezervoare ovog uzro¢nika u prirodi
(Hoelzle, 2008).

Materijal i metode rada / Material and methods

Materijal | Material

Kao materijal za ovo istrazivanje kori§éeni su zbirni uzorci pune krvi sa
EDTA, koja je prikupljena sterilnom venepunkcijom od svinja sa dve farme u
Juznobackom okrugu (farma A i farma B), sa jedne farme u Severnobackom ok-
rugu (farma C) i sa jedne farme u Brani¢evskom okrugu (farma D) u Republici
Srbiji. Ukupan broj jedinki uklju¢enih u istrazivanje je bio 40 (po 10 jedinki sa
svake farme, odnosno 2 zbirna uzorka sa po 5 pojedina¢nih uzoraka krvi).

Metode /| Methods

Ekstrakcija DNK
Za izolaciju DNK kori¢en je komercijalni set (QIAamp DNA Mini kit,
Qiagen) prema uputstvu proizvodaca.

Reakcija lanc¢ane polimerizacije (PCR)

Umnozavanije specificnog dela genoma msg1 M. suis obavljeno je sa
slede¢im parom prajmera: 5'- AC AACTAATGCACTAGCTCCTATC - 3' forward
prajmer zamsg1i 5'- GCTCCTGTAGTTGTAGGAATAATTGA - 3' reverse prajmer.
Reakcija lan¢ane polimerizacije je izvr§ena upotrebom komercijalnog seta za
izvodenje reakcije (HotStarTag Master Mix kit, Qiagen) prema uputstvu pro-
izvodaca sa aktivacijom polimeraze na temperaturi od 95°C tokom 15 min., 35 cik-
lusa (denaturacija na temperaturi od 94°C tokom 0,5 min., anilizacija na tempera-
turi od 50°C tokom 0,5 min., ekstenzija na 72°C tokom 0,5 min.) i krajnjom ek-
stenzijom na temperaturi od 72°C tokom 7 min.

Gel elektroforeza

Vizuelizacija reakcije lan¢ane polimerizacije je izvrSena gel elektro-
forezom, u agaroznom gelu koncentracije 2%, u 1 x TAE puferu, sa dodatkom
etidium bromida kao fluorescentnog indikatora. Proces elektroforeze je obavljen
u Hoeffer submarine aparatu za elektroforezu, pri naponu od 60V i jacini struje od
10 mA, tokom 30 minuta. Radi odredivanja karakteristi¢ne duzine amplifikovanog
segmenta koriS¢en je molekularni marker Fast Ruler DNA ladder, low range, Fer-
mentas.

Rezultati i diskusija / Results and Discussion

Primenom PCR utvrdeno je prisustvo M. suis na ispitivanim farmama
svinja u Republici Srbiji. U svim zbirnim uzorcima pune krvi svinja identifikovano je
prisustvo specificnog dela genoma msg1 M. suis (Fotografija 1).

355



Vet. glasnik 63 (5-6) 353 - 358 (2009) A. Potkonjak i sar.: PCR — dijagnostika infekcije kod
svinja koju izaziva Mycoplasma suis

50 bp
200 bp
400 bp

800 bp
1500 bp

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 M

Fotografija 1. Gel elektroforeza produkata PCR reakcije
Figure 1. Gel electrophoresis of PCR reaction products

Legenda:
M — molekularni marker | molecular marker, 1 —voda | water,
2 i 3 - negativna kontrola | negative control, 4 i 5 — pozitivna kontrola | positive control,

6 do 13 — zbirni uzorci krvi svinja | collective samples of swine blood

PCR - dijagnostika infekcije kod svinja izazvane M. suis ima prednost
u odnosu na serolo$ku dijagnostiku ove infekcije iz nekoliko razloga. Do danas ne
postoji ni jedan komercijalni test za serolosku dijagnostiku infekcije svinja izaz-
vane Mycoplasma suis, a dosadasnja istrazivanja i razvoj seroloskih testova bili su
bazirani na tri metode: RVK, ELISA i test indirektne hemaglutinacije. Za ove se-
roloske testove, kori§éeni su nedefinisani antigeni Mycoplasma suis iz periferne
krvi eksperimentalno inficiranih svinja, $to predstavlja smetnju za postavljanje
tacne dijagnoze. Antigeni dobijeni iz krvi eksperimentalno inficiranih svinja i puri-
fikovani u laboratorijama pokazuju veliku varijabilnost i upravo to predstavlja pre-
preku za standardizaciju seroloskih testova za dijagnostiku infekcije kod svinja
izazvane M. suis. Osim toga, svi seroloski testovi pre odreduju titar IgM hladnih
aglutinina, nego titar specifi¢nih antitela klase IgG na M. suis. Utvrdivanje titra an-
titela klase IgM protiv M. suis ima ograni¢enu dijagnosti¢ku vrednost, s obzirom
da su vrednosti visine titra varijabilne i zavise od faze infekcije. Sve ovo ukazuje na
znacaj PCR u dijagnostici infekcije svinja sa M. suis (Hoelzle, 2008).

U naSem istrazivanju, PCR test se pokazao kao jednostavan, brz, spe-
cifican i osetljiv za dijagnostiku infekcije svinja izazvane M. suis.

I Zaklju¢ak / Conclusion

Primenom PCR testa je identifikovano prisustvo M. suis na farmama
svinja u Republici Srbiji. Neophodna su dalja epizootioloSka istrazivanja u cilju
utvrdivanja prisustva i raSirenosti infekcije svinja sa hemotropnim mikoplazmama
u Repubilici Srbiji. Osim toga, istrazivanja hemotropnih mikoplazmi su potrebna i
zbog: moguénosti u¢estvovanja hemoplazmi kao kofaktora u progresiji retrovi-
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rusnih, neoplasti¢nih i imunoloski posredovanih oboljenja; nepoznavanja faktora
virulencije i patogenetskih mehanizma u razvoju ovih infekcija; kao i potrebe razu-
mevanija funkcije imunoloskog sistema, koji je i u ovom slu¢aju odgovoran za po-
javu oportunisti¢nih infekcija.
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ENGLISH

PCR - DIAGNOSTICS OF SWINE INFECTION CAUSED BY Mycoplasma suis

A. Potkonjak, B. Lako, Vesna Milicevi¢, B. Savi¢, V. lveti¢, Dobrila Jaki¢-Dimi¢,
O. Stevanovi¢, B. Toholj

The presence of two types of haemoplasm can be established in the swine
population. Pathogenic haemoplasm, named Mycoplasma suis (previously called Ep-
erythrozoon suis) is the cause of swine eperythrozoonosis or swine ichtheroanaemia. The
cause of this disease can also infect humans. The disease has spread all over the world.
The most frequent form is latent infection of swine caused by M. suis. The disease is clini-
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cally manifest following action by the stress factor. The acute course of the disease is char-
acterized by the occurrence of a febrile condition and ichtheroanaemia. The disease is usu-
ally diagnosed based on an epizootiological poll, a clinical examination, and a microscopic
examination of a blood smear stained most often according to Giemsa. Contemporary
methods of molecular biology have been developed, such as PCR, which are more sensi-
tive and specific in making a diagnosis of swine infection caused by M. suis. In these inves-
tigations, the presence of M. suis on pig farms in the Republic of Serbia has been deter-
mined using the PCR test.

Key words: Mycoplasma suis, Eperythrozoon suis, anaemia, swine, diagnostics, PCR

PYCCKUN

NuP - ANArHOCTUKA UHOEKLUM Y CBUHEWN, BbI3bIBAIOLLYIO
Mycoplasma suis

A. NMoTKoHsK, B. JlTako, BecHa MunuyeBu4, 6. CaBu4, B. UBeTuu,
[Jo6puna Akuny-Aumuy, O. CteBaH4yeBu4, 5. Toxonb

B nonynsuum cBMHE MOXXHO YyTBEPAUTL NPUCYTCTBUE ABe remonnasmel. Ma-
ToreHasi remonnasma, obo3HadeHa Kak Mycoplasma suis (NpegBapuTeNnibHOe Ha3BaHue
Eperythrozoon suis) - Bo36yauTenb anepnuTpo300HO3a CBUHEN UM MKTEPOaHEMUN CBU-
Heln. Bo3byauTtenb MOXeT nHduumpoBaTth 1 niogen. 3abonesaHve pacnpocTpaHeHo no
Bcemy mupy. Hanbonee 4acta nateHTHast nHpeKUMst CBUHEN, BbiaBaHHas M. suis. Nocne
AencTeusa hakTopoB cTpecca, 3605eBaHne KnuHmyeckn nposiensietcs. Octpoe TedeHne
oTNM4yaeTcs aBneHnem ebpuibHOro COCTOSHNSA 1 UKTEpoaeHnMun. inarHo3 3abonesa-
HKS1, 0ObIYHO, MOCTABMIAETCS a OCHOBE 3MU300TONIOMMYECKON aHKETbI, KITMHUYECKOro OC-
MOTpa ¥ MMKPOCKOMMYECKOro 0CMOTPa Ma3ka KpoBM CBUHEW, OKpaLLEHHOr o, Yalle BCero,
no Nimae. Pa3BnTbl COBpeEMEHHbIE METOAbI MONEKYNsipHOM 6uonorum kak MUP, koTopble
6onee 4yBCcTBUTESIbHBIE 1 6ONEe cneundmryeckne B onpeaeneHnn guardosa nHgekumm
CBUWHeN, Bbi3BaHHbIX M. suis. MNpumeHeHnem lMNLP TecTa, 3TUM ncnbiTaHMEM YyTBEPXXAEHO
npucyTcTBme M. suis Ha dbepmax cBuHern B Pecnybnuke Cepbum.

Kntoyesble cnosa: Mycoplasma suis, Eperythrozoon suis, aHeMns, CBUHbW,
MUP anarHocTuka
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