KopucHa mopernb BigHOCUTBCS 0O BeTepuHapHOi Mikpobionorii, 3okpeMa A0 po3pobku MOMEKyNApHO-reHE TUHHMX
crnocoBiB AiarHOCTVKM MikoMnasMo3y CBUHEW, a caMe, OO0 BusiBrieHHst M. hyopneumoniae 3a JonoMorow noniMepasHoi
NaHUIoroBoI peakuii.

EH300TMYHA MHEBMOHIS CBWMHEN, WO ChpuymMHAeTbcs 30ygHMkom M. hyopneumoniae, peecTpyeTbCsi Ha BCiX
KOHTMHEHTax CBiTy Ta 3aBAa€ LUOPIYHO BESMKUX €KOHOMiYHWMX 36uTKiB. [liarHOCTUKa 3axBOPIOBaHHSA YCKMagHIOETbCS B
nepLly 4epry wmoro cyokmniHiYHMM nepebirom, 3aBAsikKM YOMY BiACYTHS MOXIMBICTb BWSIBIIEHHS HOCIIB Mikonmasm Ta
CBOEYACHOTO BMPOBaHKEHHS NPOdINaKTUIHNX 3axoiB.

ICHytoYi AaHi Woa0 MONEKYNApHO-reHETUYHOI opraHisauii 36yaHUKIB MiKONnasMo3iB CiflbCbKOrocnoAapCchbKux TBapUH,
0cobmmBo, siki 6a3yloTbCsl HAa BMBYEHHI MOCMJOBHOCTEN OCHOBHMX FEHIB Mikonna3M, i30/bOBaHUX y Pi3HMX KpaiHax CBiTy,
HagaloTb 3MOry NpoBoAWTM POBOTY 3 yAOCKOHanNeHHs po3pobneHnx MNJIP-TecT-cuctem Ta BNPOBaMKEHHS iX B MPaKTUKy
nabopaTtopHOT AiarHOCTUKK.

[iarHo3 Ha eH300TW4HY MNHEBMOHIO CBMHEN BCTAHOBIMOETLCS HA OCHOBI BUAINEHHA 30yaHWKa, iHAUWKaUii 1oro
aHTUreHiB, a TaKoX cneumndiYHNX aHTUTIN B 8iarHOCTUYHUX TUTPaX.

Y BignosigHocTi o pitoumx pekomeHaauii MEB nonimepasHy naHutorosy peakuito (MJ1P) 3acTtocoByoTe 3 MeTO
iHOVKaUii reHeTMYHOro mMarepiany 30yAHWKIB MiKOMMa3MOo3iB CBMHEN @ TaKOX AJ1s1 BU3HAYEHHS BMAY Ta LUTamy MiKoMnnasm
(3 3any4yeHHIM MeTOAMK BM3Ha4eHHs nonimopdpiamy natepHiB pectpukuii npogyktie IMIP). IcHytoui meToamkm MIIP-
[iarHOCTVKM €H300TUYHOT MHEBMOHIT CBWHEWN [PYHTYIOTBCA Ha BUSBIIEHHI MIKOMNNasMeHUX aHTUreHiB 3a BUCOKO
KOHCEepBaTUBHUMM reHamm (www.oie.int).

Bigomun crnoci6 BusBneHHA 476n.H. (map Hykneomudis) AinsiHkm reHy 16s rRNA 3a gonomoroto MNJIP- aHanizy
[Detection of Mycoplasma hyopneumoniae. Mattsson JG, Bergstrom K, Wallgren P, Johansson KE:1995, - J. Clin.
Microbiol, 33:893-897]. Lien cnocib rpyHTyeTbCsl Ha 3aCTOCYBaHHi cUCTeMU MpanmMepis Npu Temnepatypi Bignany 47°C.
Lle piweHHs mMoxe Oytm npotoTunom. Hegonikom MpoTOTMNY € HW3bka crneuudiyvHicTe cnocoby AeTekuii BHacnigok
HM3bKOI TemrnepaTypu Bignany npanmepis Ta Buwa cobiBapTicTb 3a paxyHoK binbLuoro peakuiinHoro o6'emy (50mkr) 3a
CMocib, Lo NPOMNOHYETLCS.

B ocHoOBy kopucHOi MoZeni nocTaBneHo 3agady po3pobutn crnocié BusieneHHs OHK M. hyopneumoniae 3a
[OMoMOro  rosniMepasHol  MaHUoroBol  peakuil, WO  BKMYae amnnidikauito  TeopeTUYHo  po3paxoBaHOro
BucokocneyudivyHoro reHa M. hyopneumoniae, sk IMJIP - miweHi wngaxom BuKopucTaHHA napw npanmepis oMhyoFor
(TAAGTTCATTCGCGCTAGCCC) ta oMhyoRev (TGCTCCTACTCCATATTGCCC) 3a temnepatypu Bigpxury 56°C i
CUHTe3Y bparMeHTy JOBXUHO 455M.H., Wwob 3abe3sneuntn edpeKTMBHICTb CNocoby.

Cnocib BMKOHYETbCH HACTYMHUM YMHOM.

MpobonigrotoBka. Ak MaTepian Ans OOCMIOKEHHS BMKOPUCTOBYIOTb KpPOB, CTabinisoBaHy LuTpatoM HaTpito abo
PO34MHOM FTOKO3M Ta Ha3arbHi 3MUBY Bif iHPIKOBaHUX CBUHEN.

Ekctpakuis 3aransHoi [AHK npoBoautbes 3a gonomoroto Habopy ans ekctpakuii 3aransHoi OHK- Cop6-A abo OHK-
Cop6-b (Amnnucenc, Mocksa, Pocis), abo aHamoriyHoro. lNpouedypa ckrnagaeTbecs i3 Mi3ucy KNiTMH Ta ix JeTpury,
copbuii HK Ha cop6eHTi, ABO-Tpmpa3oBoro BiaMmBaHHA copboBaHoi OHK Ta ekctpakuii JHK i3 copbeHTy 3a gonomoroto
TE-6ydepy.

Awmnnicikauis. [oTyloTe 3aranbHy (415 yciel KinbKkocTi Npo6) cymiw peareHTiB A4ng amnnidikauii 3 po3paxyHky (Ha 1
npooy):

13,0mkn geioHisoBaHoOT BOAY;

2,0mkn 50MM Mg*™;

5,0mkn peakuinHoro 6ydepy;

2,5mkn cymiwi dNTP;

no 1Mkn npanmepis;

0,5mkn Tag-nonimepasu.

Micns pogaBaHHA Tag-nonimepasu, WO NPOBOAUTLCH B OCTaHHIO Yepry, ogepKaHy CyMmill peTerbHO nepemMillyioTe
Ha BopTekci. MNicna voro, cymiw y fo3i 20mMkn BHOCATE B yCi Mpobipku nigrotoBneHi Ang amnnidikauii. MoTim gogaoTe B
yci npoGipku no 1 kpanni (6rm3bko 25mkrn) MiHepanbHoro macna. [ns npoBeaeHHs amnnidikadii y BignosiaHy npobipky 3
peakuinHOK CyMILLLLI0 Nig Wwap Macna BHOCATb SMKN po3ynHy cymapHoi [JHK npobu. [ins HeratmBHOro KOHTPOSbHOMO
3pasky B nNpobipKy BHOCATb - SMkn AeioHi3oBaHOi BoaM, a B NpobipKy ANs MO3WTUBHOIO KOHTPOSIbHOIO 3pasky - SMkn
po3umHHoi JHK M.hyopneumoniae, Mpobipku 3akpuBatoTe ¥ LeHTpudyrytoTe npotarom 3-5 cekyHg npu 200006/x8 Ha
MikpoLeHTpudysi. NepeHocsATs NPobipkn B HarpiTum Ao Temnepatypu 95°C mporpamHun TepmocTat (amnsidikaTop) i
NpoBOAATb aMmmnidpikaLito 3a HAaCTyMHOK nporpamoto (Tabn.)

lMicns 3akiHyeHHa peakuii NpoBoaaTb aHanis npoaykTis 1P, wnaxom noainy dparmeHTiB AHK B araposHomy reni.
MoTiM NpoBOAATL enekTpodopeTMYHUN aHania npoaykTis MNJ1P.

MpuroTyBaHHsA po60O40ro po3ymHy 6¥cbepa (TBE) ansa enektpodhopeay.

Y MmipHy konby emtictio 1000,0cm® BHOCSITE BMICT naketa 3 Oydepom ana enekrpodopesy, AOBOAATE OO MITKU
AVCTUIbOBaHOI BOAOKD Ta peTeflbHO NepeMiLlytoTb 4O MOBHOMO PO3UMHEHHS ocapy.

rlpMFOTyBaHHﬂ arapo3Horo rerio. Y KOHiuHy konBy eMHicTIo 250cM’ BHOCSITb BMICT OJHOTO MakeTa 3 arapos3olo,
nopatots 100,0cm® poboyoro po3unHy bydepa TBE i ctaBnsate konby Ha BoasiHy GaHto. BmicT konbu goBoastb Ao
KWMiHHS, MOBHICTIO PO3TOMMOIOTE, MOMILLYIOYM CKIISIHOK Narioykol Ta OXONogXylTb Ao Temnepartypu 50-60°C.
OTpMMaH1in po34nH arapo3u NoBUHeH ByTM NPO30pMM i He BMiLLyBaTV OKPEMMX HEPO3YMHEHMX YacTok. llicns yoro y
KOnby 3 po34MHOM arapo3u BHocsATe 50,0Mkn po3uunHy 6pomigy etvgis.

MigroToBKa enekTpoopeTUYHOT kKaMepu A0 3anvMBaHHA arapo3Horo reno. BetaHoBmow b rpebiHky Ha nnatdgopmy,
po3miLLytouu ii Ha BigCTaHi 3cM 0JHa Big O4HOT Ta 3anvBaloTb Y Hei oxonompkeHy Ao TemnepaTtypu 50°C arapoasy . Nicna
3acTuraHHst arapo3n (mpubrnmsHo uvepes 25-30xB.) obepexHo BuUTAraloTb rpebiHky; nnatdopmy 3 arapo3HuM rernem
nepeHoCHATs A0 enekTpodopeTUIHOI kKamepu.

B enektpocopeTnyHy kamepy 3anmBaloTb HeOOXigHy KinbkicTb po3uuHy Oydepa TBE Tak, wWwo6 BiH Mokpusas
arapo3Hvin reflb LWAPOM 3aBTOBLWKM 4-5MM.. [nsi HaHeceHHss npobu BigbupatoTe y KinbkocTi 10MKn npogykTy
amnnidikauii Ta BHOCSTb Yy BiAMOBIgHY NYHKY arapo3Horo rento, nig wap 6ydepa TBE Tak, wob BMICT ogHOro kapmaHa
arapoO3HOro reso He nepeTikas Y iHLLIWA.

Enektpodope3s npoBoasAm™ Yy rpagieHTi Hampyrn 8B/cm. [lMoTiM BuiMaloTb nnatdopmy 3 arapo3HMm refnem 3
EJ'IEKTpod)OpeTVHHOI Kamepw, aloTb PigvHI CTEKTU 3 renio Ta NPOMMBAaIOTb arapO3HWN refb AUCTUIbOBaHOK BOAOH Y
KinbkocTi 200cm® 2-3 pasu. AraposHuii renib BMiLLlylOTb Ha CKo Y®- TpaHcimoMmuHatopy. ®PparmeHTn aHanisosaHol [JHK



BUSIBNAIOTLCS Y BUTMAAI CMY>KOK XXOBTOrapsiyoro KOfbopy Mpu NPOXOMKEHHI Y®P- BUNPOMIHIOBaHHS 3 JOBXWHOK XBUIi
310HM.

O6nik pe3ynbTaTiB. Y HeratMBHOMY KOHTporbHOMY 3pasky (K-) cMyxku BigcyTHi. [MosiBa CMyXKU Ha piBHi
NO3WTUBHOTO KOHTPOSO CBIAYUTL MPO KOHTaMiHaLito (3abpyaAHEHHS1) KOMMOHEHTIB Habopy.

Y MO3WTMBHUX KOHTPOIbHMX 3paskax (K+) ogHa cMmyXKa >KOBTOrapsidoro Kombopy po3mMipoMm 455 HykneotugHui
3anMLIoK (Nn. H.).

BigCcyTHICTb CMYXKM >XOBTOrapsidoro KofbOopy Ha piBHIi MO3MTMBHOrO koHTpomo (K+) (455n.H.) cBigunTb npo
BiACYTHICTb 30yAHWKY €H300TUYHOI MHEBMOHIi CBMHEN. HasBHICTb CMYyXKM, WO Bignosigae 3a enekTpodopeTU4HO
PYXIMBICTIO MO3UTUBHOMY KOHTpOmo (455n.H.), cBigunTb Mpo HassHiCTb B 3pa3ky [JHK M.hyopneumoniae. PesynbTtar
aHanisy He MOXHa BBaXaTu [AOCTOBIPHWMM, SKWO Ha Aopikui Oyab-AKOro HeratmBHOTO KOHTPOMO BUSIBMSIETHCSH
cneundidyHa cmyxka. HeobxigHoO NnocTtaBUTU HE MEHLLE TPbOX HEraTUBHWX KOHTPOSiB Ha eTani BuaineHHs OHK i cTinbku x
Ha eTani noctaHoBku NJIP Anga BuABMNeHHs gepena KoHTaMiHauil.

EdekTnBHicTb cnocoby po3kprBaeTbCH B MpuKnagax.

Mpuknag 1. Ons ouiHKM YyTIMBOCTI Ta BiATBOPIOBaHOCTI cnocoby woao iHavkauii HK 36ygHvka gocnimkysanm
KMiHiYHWIA MaTepian B KinbkocTi 12 npob Big XBOpuUX CBUHEN, WO 6ynu iHdikoBaHi wtamom M. hyopneumoniae 232. Ans
KOHTPOMO  creumdivyHocTi cnocoby BukopucToByBarm 3pasku xpomocomHoi [HK M. hyopneumoniae. ix 6yno
OOCTIKEHO 3 BUKOPWUCTaHHSIM Ccrnocoby-mpoToTuny Ta po3pobneHoro crnocoby. BcTtaHoBneHo, WO 3a [0OMOMOroto
cnocoby-npotoTtuny OHK 36yaHvka BusaBnseTbca nuwe B 9 Bunagkax 3 12. Po3apobnexuin crocib 403BoMsAB AeTekTyBaTh
OHK B ycix gocnigxyBaHnx npobax Bifg XBopux cBUHEW. JocnimkeHHs 6ynu npoBeeHi Tpupa3oBo, NPy NMOBTOPEHHSX
pesynbTaTu Big TBOPEHI.

Mpuknag 2. Onsi KOHTPONO BHYTPILWHBOBUAOBOI creundiyHocTi cnocoby 6yrno BuKOpucTaHO Taki wtamu M.
hyopneumoniae, sk 232A, 7448 ta J. [Ina koHTponio creundivyHocTi cnocoby BMKOpUCTOBYBanM xpomocomanbsHi JHK
M.hyorhinis BTS-7, M.flocculare Ta M.hyosinoviae.

Micns amnnicikauii BCTAaHOBMEHO HasIBHICTb crieundivyHMX CMYr pi3HOI iHTEHCUBHOCTI y BCiX TpboX 3paskis [OHK
pi3Hux wramis M.hyopneumoniae. 3 npo6amu xpomocomaneHoi JHK M.hyorhinis BTS-7, M.flocculare Ta M.hyosinoviae
nicna amnnidpikauii He yTBOpoBanochb CMyr aMmrikoHiB.

Po3pobneHo crnocib BuseneHHs OHK 30yaHMKYy eH300TUYHOT NMHEBMOHIT cBMHEN 3a gornomoroto MJIP, skuii moxe
YCRiLLUHO BUKOPMCTOBYBATUCh Y BETEPUHAPHIM NpakTuLi Ta npy nabopaTopHUX SOCHIMKEHHSX.

Tabmmus
Ne yukny Temnepatypa Yac KinbKicTe LMKniB
1 94°C 4x8 1
94°C 1x8
2 56°C 1x8 45
72°C 1x8
3 72°C 7Xx8 1




