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REZUMAT

Micoplasmele sunt cele mai mici forme libere de viatd capabile de auto-replicare
descoperite pana in prezent. Dimensiunile lor variaza de la 0,2 um la 0,8 um, putand trece prin
filtre utilizate pentru indepartarea bacteriilor. Genomul lor variaza de la 580 Kb (Mycoplasma
genitalium) la 1358 Kb (Mycoplasma penetrans), acest lucru ducand la economisirea drastica a
resurselor genetice si obligarea la un stil de viatd parazita. Lipsa unor cai metabolice, datd de
dimensiunea mica a genomului, necesitd medii comlexe pentru izolarea lor. O trasatura
caracteristica care disting micoplasmele de alte bacterii este lipsa peretelui celular.

Speciile patogene de Mycoplasma aviare sunt cauze importante pentru bolile si pierderile
de productie 1n sistemul intensiv de crestere a pasarilor (Chin si col., 2003; Kleven, 2003b; Ley,
2003). Gaina si/sau curca sunt gazde naturale a 12 specii de Mycoplasma, in timp ce 23 specii
sunt recunoscute la pasari (Bradbury, 1998; Kleven, 2003a). Cu toate acestea numai speciile M.
gallisepticum, M. synoviae, M. meleagridis si M. iowae sunt considerate a fi semnificativ
patogene pentru pasari (Bradbury, 1998; Kleven, 2003).

Cele mai importante entitdti sunt: micoplasmoza respiratorie aviard produsa de
Mycoplasma gallisepticum, sinuzita infectioasa a curcilor produsa de Mycoplasma gallisepticum,
aerosaculita curcilor (produsa de Mycoplasma meleagridis) si sinovita infectioasa (produsa de
Mycoplasma sinoviae).

In Romania s-a descris pentru prima dati micoplasmoza respiratorie aviari produsa de
Mycoplasma gallisepticum de catre Stoenescu si Sandulescu in anul 1958 1n urma importului de
pui din Canada.

Teza de doctorat cu titlul ,,Epidemiologia si diagnosticul infectiilor cu Mycoplasma
spp. la pasari” se intinde pe un numar de 216 pagini si conform normelor in vigoare este
constituitd din doua parti principale: prima parte, intitulatd ,,Stadiul actual al cunoasterii” care
cuprinde 52 de pagini si partea a doua, intitulata ,,Contributii personale” extinsa pe 108 pagini.

»Stadiul actual al cunoasterii” cuprinde trei capitole, in care sunt expuse succint
informatii din literatura de specialitate cu referire la subiectul tezei de doctorat si care au fost

utilizate ulterior pentru interpretarea si compararea datelor obtinute in partea de ,,Contributii
personale”.
Primul capitol, intitulat ,,Biologia si patogenitatea mycoplasmelor” este structurat in

sapte subcapitole si sintetizeaza informatiile din literatura de specialitate cu privire la clasificarea

filogeneticd, ecologie, morfologie si ultrastructurd, metabolism, factorii de virulentd si
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interactiunea cu sistemul imunitar al gazdei si modul de transmitere al mycoplasmelor. La ora

actuala sunt recunoscute peste 23 de specii de mycoplasme la pasari (Bradbury, 1998; Kleven,
2003a) iar numarul lor este in continud crestere. Mycoplasmele nu sunt asociate cu productia de
toxine, insd, In urma metabolismului aceastora rezulta peroxidul de hidrogen si radical
superoxid. Acesti produsi cauzeaza distrugeri oxidative membranei celulelor gazda (Razin,
1991). Principalii factori de virulenta sunt reprezentati de adezine si neuraminidaze. in Romania
nu sunt studii actualizate in ceea ce priveste speciile de Mycoplasma prezente la pasari.

Al doilea capitol, intitulat ,,Descrierea principalelor infectii produse de Mycoplasma
spp. la pasari”, trateazd implicatiile mycoplasmelor in patologia aviara. Infectia cu M.
gallisepticum este deosebit de importantd la puii de gdina si curcd provocand afectiuni
respiratorii si scaderea productiei de carne si oud (Bradbury, 2001; Ley, 2003). Pot de asemenea
produce boli ale cailor respiratorii superioare la pasarile de interes vanatoresc. Manifestarea
asimptomatica este una dintre principalele caracteristici ale micoplasmozei si mai ales cea
cauzata de Mycoplasma synoviae, infectia tipica inducand o deteriorare semnificativa a sanatatii
gazdei, putand provoca suprimarea sistemului imunitar (Stipkovists L, Kempft 1., 1994; Kleven,
2003). Pana in prezent, nu exista raportari in baza de date a Oficiului International de Epizootii
privind micoplasmoza aviara in Romania.

In ultimul capitol din prima parte, ,,Diagnosticul de laborator al micoplasmozelor
aviare” descrie in patru subcapitole principalele metode de depistare si diagnostic al infectiilor
mycoplasmice din efectivele de pasari. Depistarea serologica este cel mai frecvent utilizata. In
fermele de pdsari se utilizeaza seroaglutinarea rapida pe lama, care este o metoda rapida si ieftina
st dd informatii despre statusul imunitar al unui efectiv. Testul ELISA este mai scump insa are o
sensibilitate si specificitate superioara. Testele de imunofluorescentd si imunoperoxidaza sunt in
general aplicate pentru culturile suspecte obtinute in laborator si mai rar direct pe exudatele sau
tesuturile infectate. Acest lucru se datoreaza faptului ca organismele sunt prea mici pentru a se
recunoaste in mod concludent la lumina microscopului si pentru cd probele corespondente
negative si pozitive de exudat/tesut pentru control este putin probabil sd fie usor disponibile.
Izolarea mycoplasmelor este dificila necesitand mult timp si se face pe medii speciale
suplimentate cu ser sangvin, extract de drojdie, glucoza, peptone, vitamine etc.. Aceste medii se
cunosc sub numele de bulion si agar PPLO. Pana in prezent nu s-a descris un mediu universal,
capabil sa asigure cultivarea tuturor speciilor cunoscute. Morfologia coloniilor de micoplasme nu
trebuie, in nici un caz, consideratd specifica, ea fiind dependentd de o multitudine de factori,
intre care compozitia mediului, gradul de umiditate al agarului, concentratia inoculului. O
alternativd la cultivarea conventionald sunt metodele de detectic ale ADN-ului specific.
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Identificarea rapidd a acestor organisme este de mare importantd pentru cresterea pasarilor in

sistemul intensiv. Spectrometria de masa MALDI-TOF este o tehnica noua, rapida si precisa dar
pentru care nu s-a realizat incd o baza de date semnificativa pentru compararea rezultatelor.

Incepand cu anul 2011, in Romania, prin adoptarea Deciziei 2011/214/UE in Programul
Strategic de cdtre Autoritatea Nationald Sanitard Veterinard si pentru Siguranta Alimentelor,
impune prin intermediul Directiilor Sanitar-Veterinare si a Laboratoarelor Sanitar-Veterinare de
Stat o supraveghere a pasarilor domestice (gdini si curci) din exploatatiile comerciale de
reproductie pentru micoplasmoza aviara.

Partea a doua a tezei, intitulatd ,,Contributii personale” este structurata in cinci capitole,
fiecare din ele urmand o structura bine stabilita, in ultimul capitol prezentandu-se concluziile
finale.

Desi in Europa s-au realizat multe studii despre prezenta si distributia mycoplasmelor in
diferite sisteme de crestere a pasarilor, in Romania exista foarte putine informatii. Tema de
cercetare 1si propune realizarea unui screening epidemiologic al infectiilor cu bacterii ale genului
Mycoplasma la pasari si de asemenea izolarea, identificarea si caracterizarea diverselor specii ale
acestui gen pe teritoriul Romaniei.

In capitolul IV, intitulat ,,Investigatii epidemiologice privind infectiile produse de
mycoplasma spp. la pasarile domestice in Nord-Estul Romaniei” s-a urmarit realizarea unei
anchete sero-epidemiologice privind prevalenta infectiei cu Mycoplasma gallisepticum, M.
synoviae si M. meleagridis la gdini si curci crescute in sistem intensiv si extensiv din zona de
lucru.

Probele prelevate au provenit din ferme de crestere in sistem intensiv a curcanilor pentru
carne si a puilor broileri, ferme de gaini pentru reproductie si din exploatatii in sistem extensiv
(gospodatriile populatiei), aflate pe teritoriul judetului Iasi, Bacdu, Suceava, Botosani, Vaslui si
Bragov. Investigatiile s-au realizat pe un numar de 90 de probe ser provenite de la curci pentru
carne, crescute in sistem intensiv, 384 probe provenite de la gaini pentru reproductie, 90 probe
de la gdini ouatoare, 120 probe provenite de la broileri de gaina crescuti in sistem intensiv si 50
de probe provenite de la gdini crescute in sistem extensiv.Recoltarea probelor s-a efectuat in
perioada 2011-2012, de la pasari care, in general, nu prezentau semne clinice de boald
caracteristice infectiilor mycoplasmice, dar si de la pasari ce manifestau semne respiratorii
specifice.

Probele de ser au fost analizate cu ajutorul seroaglutinarii rapide pe lama folosind antigen
colorat Nobilis® Mycoplasma gallisepticum antigen si Nobilis® Mycoplasma synoviae antigen
(Intervet) si prin testul imunoenzimatic ELISA cu ajutorul Kit-urilor Mycoplasma gallisepticum
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antibody test kit, Mycoplasma synoviae antibody test kit si Mycoplasma meleagridis antibody
test kit, produse de Affini Tech, LTD, SUA. Raspunsul serologic contra M. iowae este slab,
descriindu-se reactii nespecifice pentru aceasta specie. Nu exista pentru aceastda specie un test
serologic fiabil in teren (Bradbury si Kleven, 2003). Aceste teste detecteaza anticorpii din serul
sangvin al pasarilor infectate (imunoglobulina G ).

In urma examenului ELISA din 90 de probe analizate, provenite de la curci pentru carne,
neimunizate, 40 de probe au fost pozitive pentru M. gallisepticum, 7 pentru M. synoviae si 5
pentru M. meleagridis, ceea ce denota prezenta infectiei mixte in efectiv. Din 90 de probe de ser
de la gdini oudtoare neimunizate, crescute in sistem extensiv, 71 (79%) au fost pozitive pentru
MG si 53 (59%) au fost pozitive pentru MS.

In cazul probelor recoltate de la broileri de gaina, infectia a fost depistatd intr-o singura
hald din cele sase luate in studiu. Astfel, 2 (11%) probe au fost pozitive pentru MG si 3 (16%)
probe au fost pozitive pentru MS. Prezenta infectiilor cu Mycoplasma in efectivele de broileri
este strans legatda de respectarea regulilor zootehnice : popularea cu material avicol indemn,
dezinfectia si respectarea vidului sanitar, respectarea regulilor generale de biosecuritate.

Pentru probele provenite de la gaini de reproductie imunizate cu vaccin atenuat si/sau
vaccin inactivat, rezultatele obtinute au fost in stransa corelatic cu vaccinul utilizat. Astfel,
rezultatele au fost negative pentru serurile gainilor vaccinate cu vaccin atenuat (vaccinul da o
imunitate de tip celular, fard producerea de anticorpi) pe cand probele provenite de la gaini
imunizate cu vaccin inactivat au fost pozitive (vaccinul da imunitate umorald cu producerea de
anticorpi serici).

In sistemul gospodaresc, din totalul probelor analizate, toate cele 50 de probe au fost
pozitive pentru M. gallisepticum iar 46 (92%) de probe au fost pozitive pentru M. synoviae.
Titrul de anticorpi obtinut a fost foarte ridicat, fiind situat intre 8570 si 12338. Valoarea ridicata
a titrului de anticorpi se explicad prin infectiile naturale repetate la care sunt supuse pasarile de
curte. Testul de seroaglutinare rapida a furnizat rezultate asemanatoare testului ELISA dar cu o
fidelitate mai redusa, reactiile incrucisate putand fi cauza principala a rezultatelor fals pozitive.
Acest test este recomandat pentru stabilirea statusului imunitar al unui efectiv, avand avantajul
ca este ieftin, rapid si se poate efectua pe loc, in ferma.

Rezultatele obtinute aratd prezenta infectiilor mycoplasmice in toate efectivele de pdsari
analizate, cu o incidentd foarte mare in fermele de gaini oudtoare sau cu mai multe categorii de

varsta si 1n sistemul gospodaresc.
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In capitolul V, intitulat ,,Diagnosticul infectiilor produse de Mycoplasma spp. la pasari

domestice in Nord-Estul Romaéniei ”, s-a urmarit izolarea, cultivarea si identificarea
mycoplasmelor prin examene culturale si tehnici biomoleculare.

Un numar de 135 probe de organe prelevate de la pasari care au murit cu mai putin de 12
ore inainte de data recoltarii sau pasari bolnave, in agonie, ce exprimau semne clinice specifice
micoplasmozei provenite de la 54 pasari crescute in sistem intensiv si extensiv au fost puse in
cultura pe medii speciale. Mediile utilizate au fost mediul lichid FM4 (Frey) pentru
mycoplasmele ce fermenteaza glucoza si mediu cu Arginina pentru mycoplasmele ce
hidrolizeaza arginina. In paralel s-au recoltat si probe de sange prin sondaj, de la pasarile vii ale
efectivului din care proveneau cadavre sau direct de la pasarile In agonie ce au fost luate in
studiu. Pentru testele serologice s-au utilizat kit-urile ELISA cantitative Mycoplasma
gallisepticum Antibody Test Kit si Mycoplasma synoviae Antibody Test Kit (BioChek Poultry
Immunoassays).

Ancheta serologica efectuatd In doua exploatatii intensive si in 9 extensive, a ardtat o
prevalenta a infectiei cu M. gallisepticum situata intre 4% si 30% in fermele de broileri de gdina
si de 100% 1in sistemul gospodaresc. Pentru M. synoviae s-a inregistrat o prevalenta situatd intre
5% si 46% in fermele de broileri de gaind si 100% 1in sistemul gospoddresc, rezultate
comparabile cu cele obtinute anterior.

Au fost supuse examenului bacteriologic un numar de 65 probe de organe recoltate de la
34 de broileri cu semne si leziuni suspecte de micoplasmoza, prin cultivarea pe mediu FM4 si pe
mediu cu Arginind, obtindndu-se 42 de culturi primare si 41 tulpini prin clonare. Contaminarea a
fost intalnitd frecvent la dilutia 10, pe mediul cu Arginini observandu-se la aproape 100% din
cazuri.

De la pasari bolnave din sistemul gospodaresc (15 gaini, 1 fazan, 2 prepelite, 1porumbel
si 1 bibilica), au fost supuse cultivarii 70 de probe de organe, obtindndu-se 57 de culturi primare
si 56 tulpini pe mediul FM4 si 43 culturi primare si 85 tulpini pe mediul cu arginina.
Comparativ, gradul de contaminare al culturilor a fost mult mai redus fatd de probele provenite
din sistemul intensiv. Unele suse au produs o usoara turbiditate a mediului si formarea unui
depozit care la agitare forma flocoane mici in suspensie asemandtoare unui ,,glob cu zdpada” (in
special in cazul culturilor obtinute de la fazan). In final s-au obtinut 141 de suse.

Principala problema constatatd a fost imposibilitatea obtinerii unei culturi imediat dupa
clonare sau daca aceasta era posibild, nu s-au mai putut obtine culturi la un nou pasaj pe mediul
solid sau lichid. De asemenea, prin clonarea coloniilor de diferite tipuri morfologice obtinute in
cultura primara pe mediul solid, s-au obtinut culturi uniforme ca aspect morfologic in subculturi,
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diferite de tipul clonat. M. synoviae este foarte sensibila la variatiile mediului de cultura si are o
crestere mai lenta, motiv pentru care etapa de clonare a esuat de cele mai multe ori.

Pentru identificare prin PCR s-au utilizat primeri specifici pentru M. gallisepticum, M.
synoviae, M. iowae si Mycoplasma spp.(VK). Au fost supuse testarii la toate cele 4 tipuri de PCR
probele de organ (constituite in suspensia initiala), culturile primare, si susele obtinute. Extractul
de ADN s-a obtinut prin metoda descrisa de Kellogg si Kwok

In sistemul intensiv au fost identificate 4 suspensii initiale pozitive M. synoviae si s-au
obtinut 16 tulpini de M. gallisepticum si 10 de M. synoviae.

In sistemul extensiv, s-au identificat 12 suspensii initiale pozitive pentru M. synoviae si 7
pentru M. gallisepticum. Dintre cele 56 tulpini obtinute pe mediul FM4, au fost identificate prin
PCR 45 tulpini de Mycoplasma spp., din care doar 8 au fost M. gallisepticum si 2 M. synoviae iar
dintre cele 85 de tulpini izolate pe mediul cu arginind, 80 au fost identificate prin PCR ca fiind
Mycoplasma spp. si doar 2 M. gallisepticum si 9 M. synoviae.

La prepelitele cu semne clinice de sinuzita si conjunctivitd s-a izolat si identificat doar M.
gallisepticum. Prin investigatiile facute se descrie pentru prima data in Roméania implicatia
M. gallisepticum in sinuzita si conjunctivita prepelitelor.

In urma cercetarilor se constata ci in sistemul intensiv de crestere al gainilor evolueaza
doar M. gallisepticum si M. synoviae cu foarte rare exceptii iar in sistemul gospodaresc
evolueazd mai mult de doua specii.

Nu s-a identificat nici o cultura pozitiva pentru Mycoplasma iowae.

Clonarea reprezintd o etapd foarte importanta in izolarea si identificarea mycoplasmelor,
mai ales in infectiile mixte, cand se intdlnesc mai multe specii de Mycoplasma in aceeasi cultura.
Se impune astfel clonarea unui numar ridicat de colonii

in cadrul capitolului VI, intitulat ,,Caracterizarea biomoleculara a tulpinilor de
Mycoplasma spp. izolate de la pasiri in Nord-Estul Romaniei” s-a utilizat secventierea pentru
identificarea si caracterizarea suselor neidentificate prin testele PCR obisnuite. Au fost selectate
un numar de 42 tulpini ce au provenit de la 12 pasari (11 gaini cu varsta cuprinsa intre 40 de zile
si un an, de sex diferit si un fazan) din 9 exploatatii diferite de pe raza judetului lasi si Suceava.
Tulpinile s-au izolat din diferite organe (sinus infraorbital, sac conjunctival, laringe, trahee,
pulmoni, saci aerieni, testicul si cloacd). Identificarea speciei s-a facut prin secventierea regiunii
16S a ARN ribozomal cu ajutorul secventiatorului automat ABI PRISM 3130 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems). Pentru secventierea produsilor PCR purificati a fost utilizat kitul de
secventiere ciclica Big DyeTM Terminators (Applied Biosystems). ARN-ul ribozomal are
aceeasi functie importantda in celula, indiferent de specie, ceea ce inseamnd cd genele
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corespunzatoare sunt sub aproximativ acceasi presiune evolutivd. Aceste proprietdti fac analiza

ARNTr foarte potrivitd pentru studiile filogenetice (Olsen, 1993) si evolutive (Woese, 1987).

Dupa etapa de secventiere, cromatogramele obtinute au fost analizate cu ajutorul
programului informatic CHROMAS si GENEIOUS v. 8.0.3. Catenele sens si antisens au fost
aliniate in vederea obtinerii catenei consens. Pe baza catenei consens obtinutas-a reusit
identificarea tuturor tulpinilor luate in studiu, avand o identitate de 97%-100% cu secventele din
GenBank. S-au identificat astfel 7 specii de Mycoplasma, din care, sase au fost identificate, dupa
cunostintele noastre, pentru prima datd in Romania: Acholeplasma modicum, M. struthionis, M.
gallinarum, M. gallinaceum, M. pullorum si M. iners. De asemenea, speciile de Acholeplasma
modicum si Mycoplasma struthionis sunt izolate si identificate, dupa cunostintele noastre, pentru
prima data la gdina.

Prin analiza filogenetica, tulpinile de M. gallinaceum izolate de la fazan se diferentiaza ca
un grup separat in cadrul speciei, fapt ce demonstreaza introducerea unei tulpini noi, diferite de
cele autohtone, prin importul de fazani. Tulpinile identificate au pozitii diferite pe scara
evolutiva in cadrul grupului fapt ce demonstreaza diversitatea acestora in cadrul speciei.

In capitolul VII cu titlul ,Caracterizarea antibiorezistentei prin determinarea
concentratiei minime inhibitorii (CMI) a unor tulpini de Mycoplasma spp.” sunt determinate
valorile CMI a unor antibiotice folosite in mod curent pentru tratamentul micoplasmozelor.
Controlul infectiilor mycoplasmice prin vaccinare este limitat deoarece sunt putine vaccinuri la
dispozitie iar controlul acestor infectii prin chimioterapie este uneori necesar alaturi de masurile
de biosecuritate pentru a reduce pierderile economice si transmiterea pe verticald si pe
orizontala.

Pentru testare au fost selectate 10 tulpini de Mycoplasma din diferite specii: M.
gallisepticum, M. gallinarum, M. gallinaceum, M. pullorum si M. iners si sase antibiotice:
enrofloxacina, oxitetraciclina, tylozina, tilmicozina, florfenicol si spectinomicind. CMI a fost
realizatd pe mediu lichid in microplaci. Concentratia minima inhibitorie este definitd ca fiind
concentratia cea mai slaba de antibiotic pentru care nu s-a observat schimbarea culorii mediului
cu conditia ca martorul fard antibiotic sa-si schimbe culoarea. Pentru acest test, culturile au fost
titrate si standardizate la o concentratie de 10* CCU.

In urma testirii, doua tulpini de M. gallisepticum izolate din pulmon respectiv cloaca de
la aceeasi pasdre au prezentat valori ale CMI diferite, fapt ce demonstreaza prezenta a doua
tulpini diferite in cadrul aceleeasi specii. Tulpinile de M. gallinarum luate in studiu ce provin din
exploatatii si locatii geografice diferite au prezentat sensibilitate diferita la antibioticele folosite,
fapt ce demonstreaza diversitatea tulpinilor din cadrul aceleiasi specii. Existenta infectiilor cu
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doua tulpini sau doud sau mai multe specii de Mycoplasma diferite la acelasi individ, ce au

sensibilitate diferita la diverse antibiotice, poate explica esecul unor tratamente in efectivele
infectate.

Tulpinile de Mycoplasma gallinarum luate in studiu au prezentat cele mai mari valori ale
CMI. Sensibilitatea cea mai sciazuta a fost observati in cazul oxitetraciclinei, urmatia de
tilmicozina si florfenicol, la polul opus fiind enrofloxacina, tylozina si spectinomicina.

In incheierea acestui studiu sunt prezentate un numar de 24 concluzii finale.
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