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# 060. Cell Cultured Mycoplasma Agglutinin: New Possibilities
for Monitoring
Bobrovitska I.1, Dunayeva H.2, Stegniy B.1
1NSC Institute of Experimental and Clinical Veterinary Medicine of
the NAAS of Ukraine;
2Kharkiv National Medical University

Introduction. Monitoring of Mycoplasma gallisepticum (MG)
infection combined with regulatory measures (segregation –
rejection – sanitation) is the only effective approach to avoid losses
of profit in poultry business, which is still observed worldwide. The
main tools for MG monitoring include serum plate agglutination
(SPA), hemagglutination-inhibition test (HI) and enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA). The SPA is much more universal
and quick test for different poultry species comparing to other
assays. Here we report the results of our attempt to enhance
mycoplasma antigen competence in early-term diagnostics of
mycoplasma infection in poultry flocks.
Methods. MG (strain S6) biomasses were obtained with both
routine (on Edward’s mediums) and new cultivation approaches (in
PK-15 cell line). Cell-Cultural MG-Ag (MG-Agcc) was purified on
“Sepharose 6B” column and concentrated with PEG-6000 (final
concentration 7.5%); for inactivation of Mg-Ags we used the Cristal-
Violet in final concentration of 0.1% (exposition 30 min at 56 °C).
SPA and two-dimensional immunoelectrophoresis (IEP-td) was
conducted as described in laboratory manuals. MG antiserum was
prepared by hyperimmunization of hens with MG-Agcc concentrate.
Results.With use of our MG antiserum in IEP-td method, we found
the binary structure of routine MG Ag. The structure of MG-Agcc is
also binary but the second peak was significantly higher (aprox. by
30%). When we used both MG-Ags for SPA with field serums
(n=245) from earlier estimated seropositive flocks (n=5), we
revealed more positive samples by MG-Agcc by 11.4% (p<0.005).
Conclusions. Application of our approach for MG monitoring in
commercial flocks (n=4) allowed to catch seropositive laying hens
with experimental MG-Ag three weeks earlier comparing to routine
diagnostic methods. Therefore our experimental MG-Agcc for SPA
is promising for improvement of MG monitoring aimed at earlier
revealing of MG carriers among laying hens in commercial flocks.

# 060. Клітинно-культуральний аглютинін мікоплазми: нові
можливості моніторингу
Бобровицька І.1, Дунаєва О.2, Стегній Б.1
1ННЦ «Інститут експериментальної та клінічної ветеринарної
медицини» НААН України»;
2Харківський національний медичний університет

Вступ. На сьогодні моніторинг Mycoplasma gallisepticum (MG) у
поєднанні з регуляторними заходами (ізоляція підозрюваних,
забій позитивних, ветеринарно-санітарні заходи) залишаються
ключовими засадами зменшення економічних втрат від
мікоплазмозу у світовому птахівництві. Головними
інструментами моніторингу мікоплазмозу є реакції аглютинації
(РА) та її гальмування (РГА), а також імуноферментний аналіз
(ІФА). РА-РГА тести зарекомендували себе як найбільш
доступні, універсальні та швидкі у різних напрямках
птахівництва. Ми спробували удосконалити мікоплазмовий
антиген щодо раннього виявлення мікоплазмоносійства в
птахівництві.
Методи. Бакмасу штаму S6 MG отримували як традиційним
методом (на середовищах Едварда), так і шляхом
культивування в перещеплюваних клітинах нирки свині лінії
PK-15. Клітинно-культуральний MG-антиген (К-MG Aг)
виділяли гельфільтрацією через Sepharose 6B (колоночним
методом) і концентрували преципітацією поліетиленгліколем
PEG-6000 (кінцева концентрація 7,5%); для знезараження
препарату аглютиніну ми використовували кристалічний
фіолетовий у кінцевій концентрації 0,1% (витримка 30 хвилин
за 56 °C). Порівняльні випробування комерційного (О-антигену)
MG Aг та К-MG Aг у РА-РГА та двовимірному
імуноелектрофорезі (ДІЕОФ) проводили згідно з вимогами
відповідних лабораторних інструкцій. Контрольну MG-
антисироватку отримували шляхом гіперімунізації півнів
концентратом К-MG Aг.
Результати. За використанням ДІЕОФ було встановлено
бінарну структуру комерційного MG Aг (контроль).
Культурально-клітинний К-MG Aг також мав бінарну структуру,
але другий пік його фореграми був значно вищим, ніж у
контролі (приблизно на 30%). При дослідженні польових
сироваток (n=245) з раніше виявлених п’яти серопозитивних
птахогосподарств цим антигеном в РГА було виявлено на
11.4% (p<0,005) MG-позитивних проб більше у порівнянні з
контролем.
Висновки. Застосування відпрацьованого нами методичного
підходу дозволило виявити мікоплазмоносійство курей-
несучок у чотирьох промислових птахофабриках на 3 тижні
раніше, ніж це було зроблено з використанням традиційних
діагностичних методів. Отже отриманий нами
експериментальний антиген виявився перспективним для
удосконалення моніторингу пташиного мікоплазмозу за
допомогою РА-РГА.

1CSELECT AGENTS AND PRIORITY PATHOGENS RESEARCH: VETERINARY TRANSBOUNDARY DISEASES AND
REGIONAL BIOSECURITY

ДОСЛІДЖЕННЯ ПРІОРИТЕТНИХ ПАТОГЕНІВ: ТРАНСКОРДОННІ ЗАХВОРЮВАННЯ ТВАРИН ТА
МІЖНАРОДНИЙ БІОЗАХИСТ
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