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Summary

The ELISA test was used to detect antibodies against Mycoplasma agalactiae in the blood plasma and milk
of ewes belonging to Experimental Stations I and II of the Agricultural University in Lublin. The age of ewes
was between 2-7 years and they were from the first to sixth lactation period of about 100 days duration. The
ewes were free of infectious diseases and the blood and milk samples were taken in the 15th, 45th, and 75th
days of lactation. For detection of antibodies against Mycoplasma agalactiae the kit of Dr. Bommeli AG
(Switzerland) and evaluation unit for ELISA of Magpol (Poland) were used. Of 76 ewes of group I, only in 4
appeared a higher level of antibodies against M. agalactiae, in comparison to negative control values, but this
was significantly lower than the level of positive controls. In the samples of milk of group I the level of anti-
bodies was in the range of negative controls, and only slightly increased in two cases, but not to the range
indicating M. agalactiae infection. In the samples from 4 ewes belonging to group 11, although the level of
antibodies was higher than the negative control values it was still in a range much lower than positive control
values. In the milk samples of 54 ewes from group II the level of antibodies was in the range of negative
controls and slightly augmented in 17, but below the threshold indicating infection with M. agalactiae. The
obtained results do not prove the presence of deseased state of udder caused by M. agalactiae in either group

of ewes.

Mykoplazmy powoduja zachorowania u zwierzgt
gospodarskich i drobiu, ging w temperaturze 50°C
w ciggu 30 min., a w 60°C w czasie 5 min. W niskich
temperaturach ich czas przezywalnoSci ulega wy-
diuzeniu. Odznaczaja si¢ wrazliwoscia na niskie pH,
detergenty, preparaty dezynfekcyjne i niektore an-
tybiotyki (1, 2, 15). Wykazuja natomiast opornosc
na dziatanie penicyliny. Mykoplazmy sa pozbawio-
ne $ciany komorkowej i charakteryzuja sie polimor-
fizmem (2, 3, 13). Zewnetrzna ostonke tworzy 3 war-
stwowa blona cytoplazmatyczna grubosci 10 pm,
zbudowana giownie z bialek i lipidow. Mykoplazmy
nie wytwarzaja przetrwalnikow i nie wykazuja ru-
chu (1, 8, 13, 14).

Stres, nieodpowiednie warunki Srodowiskowe,
niedobory zywieniowe sg czynnikami predysponu-
jacymi do wystepowania infekcji mykoplazmami u
zwierzat. Miejscem zakazenia i ich namnazania jest
ukiad oddechowy i moczowo-plciowy, skad z krwia
i limfa przenikaja do stawow i gruczolu mlekowego
wywolujac arthritisi mastitis (1,2, 5, 8, 10, 13. 14, 18).

Mycoplasma agalactiae obejmuje dwa gatunki:
M. agalactiae agalactiac wywolujaca bezmlecz-
no$¢ u owiec i koz i M. agalactiae bovis u krow (1,
2,3,4,5, 14). Z badan Al-Breeda (1), Rapoporta
(13) i Vechta (18) wynika, ze mykoplazmy jako czyn-
nik etiologiczny mastitis subclinica stanowia coraz

czestszg przyczyne zachorowan matych przezuwa-
czy, dotyczacych od 3 do 10% poglowia, przy czym
odsetek zachorowan jest wyzszy u owiec niz u koz
(1,2, 3,5, 8). Stany zapalne gruczolu mlekowego o
charakterze podklinicznym u owiec obejmuja od
10-60% matek w stadzie (7). Dotychczasowe bada-
nia wykazaly, ze glownym czynnikiem etiologicznym
mastitis u owiec byly gronkowce i paciorkowce
(7, 16).

Z uwagi na dos¢ znaczny odsetek podklinicznych
stanow zapalenia wymion istnieje koniecznos¢ pod-
jecia badan identyfikacyjnych w odniesieniu do in-
nych czynnikow etiologicznych tego schorzenia u
owiec. Moze do nich naleze¢ Mycoplasma agalac-
tiae.

Mikrobiologiczne metody wykrywania obecnosci
mykoplazm sg trudne i wymagaja warunkow specy-
ficznych. Ze wzgledu na duze zroznicowanie gatun-
kow 1 szczepow brak jest uniwersalnej pozywki
umozliwiajacej ich wykrycie. Jedna z nowszych i
precyzyjnych metod diagnostycznych, o dokladno-
sci wynikow do 97,3%, jest test ELISA, polegajacy
na oznaczaniu poziomu przeciwcial przeciwko My-
coplasma agalactiae z uzyciem przeciwcial mono-
klonalnych zwiazanych z enzymem (6, 9, 10, 15, 17).

Celem badan bylo okreslenie poziomu przeciw-
cial przeciwko Mycoplasma agalactiae testem ELI-
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SA w mleku 1 surowicy krwi owiec z dwoch Stacji
Doswiadczalnych. Ten szybki, czuly i swoisty test
moze by¢ wykorzystany do celow profilaktyki 1 dia-
gnostyki chorob zakaznych wywotanych przez My-
coplasma agalactiae.

Material i metody

Badania przeprowadzono w dwoch (I i IT) Stacjach
Doswiadczalnych Hodowli Owiec AR w Lublinie w
1996 r. Do badan pobierano mleko i surowice krwi owiec
ras: polskiej nizinnej, suffolk, berrichonne oraz ich mie-
szancow z roznym dolewem krwi F-50%, F-75% 1 F.-
87,5% owcy nizinnej. Owce w wicku od 2-7 lat byly mie-
dzy pierwsza a sz6sta laktacja. Stado byto wolne od cho-
rob zakaznych i znajdowato si¢ pod stalg opieka lekar-
sko-weterynaryjng.

Badania przeprowadzono w 15, 45 i 75 dniu laktacji
trwajacej 100 dni. Proby mleka pobierano po 6 godzi-
nach od odfaczenia jagniat. Owce utrzymywane byly na
glebokiej Scidlce, mialy staly dostgp do wody. Zywienie
bylo znormalizowane w oparciu o pasze wlasne, uzu-
pelnione dodatkami mineralno-witaminowymi. Sktad
jakosciowy i energetyczny dawki pokarmowej opraco-
wany zostal w Zaktadzie Hodowli Owiec i Koz AR w
Lublinie w oparciu o obowigzujace normy (17).

W czasie pobierania prob mleka i krwi oceniano zdro-
wotno$¢ gruczotu mlekowego badaniem klinicznym, za$
w tych samych probach mleka okreslano liczb¢ komo-
rek somatycznych metoda Prescot-Breeda oraz wyko-
nywano badania mikrobiologiczne w kierunku wyklu-
czenia lub potwierdzenia obecnosci St. aureus (11).

Przebadano 76 préb mleka i surowicy krwi owiec z [
owczarni i odpowiednio 71 prdb z drugiej. Mleko pod-
dane testowi bylo pozbawione tluszczu przez odwiro-
wanie (10 000 rpm, 30 min.), a okres przetrzymywania
gow temp. -18°C, podobme jak sur0w1cy, do momentu
wykonania oznaczef nie byt diuzszy niz 14 dni.

Do wykrywania Mycoplasma agalactiae w mleku i
surowicy uzyto zestawu szwajcarskie] firmy Dr Bomme-
li AG oraz czytnika ELISA (prod. MAGPOL Wroctaw).

Warunkiem wykonania testu jest przeprowadzenie
badanej proby do roztworu wodnego. Surowice krwi
owlec rozecienczano stukrotnie, a mleko dwukrotnie w
rozpuszczalniku z zestawu analitycznego (EIA kit). Za-
rowno dodatnia jak i ujemna proba kontrolna, podob-
nie jak surowica krwi badanych owiec, byly rozcieficza-
ne 100-krotnie. WartoSci absorbancji proby kontrolne;j
dodatniej obejmuja wartosci stezef przeciwcial Swiad-
czacych o wystepowaniu procesu chorobowego. Nato-
miast przedzial absorbancji zakresu kontroli ujemnej
obejmuje wartosci nizsze, dowodzace o jego braku. Roz-
nice stezen przeciwcial, charakterystycznych dla stanow
chorobowych u poszczeg()lnych grup badanych zwierzat
wynikaja z roznic p0210mu antygenu Mycoplasma aga-
lactiae. Czytnik ELISA mierzy warto$¢ absorbancji za-
lezna od natezenia barwy zielonej. Wszystkie wartosci
odczytywane sg w odniesieniu do roztworu wzorcowe-
20, ktorym wypelniony jest pierwszy rzad zagtebien kaz-
dej mikroplytki. Po dokonaniu odczytu przy uzyciu fil-
tru 405 nm i wykonaniu obliczen dla kazdej proby, uzy-
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skuje sie wartosci absorbancji, ktore mieszcza si¢ w prze-
dziale kontroli dodatniej, ujemnej lub miedzy nimi. Ta
ostatnia mozliwos¢ §wiadczy o podwyzszonym poziomie
przeciwcial przeciw Mycoplasma agalactiae, co jest sy-
gnatem do podjecia odpowiednich dzialan profilaktycz-
nych.

Wyniki i omdwienie

Przeprowadzona ocena zdrowotnosci gruczotu
mlekowego badaniami klinicznymi wymion oraz cy-
tologicznymi i mikrobiologicznymi mleka wykaza-
ta u 20% owiec wystgpowanie podklinicznych sta-
néw zapalnych. Infekcje bakteryjne na tle gronkow-
cowym stanowily tylko 0,5% wszystkich stanow pod-
klinicznych, za$§ zawarto$¢ komorek somatycznych
wynosilta §rednio 400 tys. w 1 cm’® wydzieliny. W
zwiazku z tym, autorzy podj¢li badania nad obec-
noscia M. agalactiacw surowicy krwiiw mleku jako
czynnika etiologicznego mastitis subclinica.

Badania diagnostyczne testem ELISA w wielu
krajach sa przeprowadzane powszechnie, a w przy-
padku biataczki i brucelozy naleza nawet do badan
urzedowych obok metod tradycyjnych (6, 9, 10, 15,
17). Test ELISA z mlekiem jest bezpieczng metoda
alternatywng do stosowanego tradycyjnie odczynu
seroneutralizacji.

Wartosci ekstynkgcji dla surowicy krwi owiec z 1
owczarni — proporcjonalne do poziomu przeciwcial
przeciwko Mycoplasma agalactiae, miescily sie w
przedziale 0,0-0,6. Kontrola dodatnia wykazywata
wartosci w zakresie 0,65-0,70, za$ kontrola ujemna
w przedziale 0,00-0,35. W I owczarni na 76 owiec
tylko u 4 poziom przec1w01al byl znacznie podwyz-
szony w porownaniu do kontroli ujemnej, jednak
zdecydowanie roznit si¢ od wartoSci dodatniej
(ryc. 1). Natomiast w mleku owiec te] samej owczar-
ni poziom ten ksztaltowal si¢ w zakresie kontroli
ujemnej, a tylko w dwoch probach byl nieznacznie
podwyzszony, lecz nie na tyle by stwierdzi¢ obec-
no$¢ Mycoplasma agalactiae (ryc. 2).

U owiec z Il owczarni tylko u 4 sztuk stwierdzo-
no nieznacznie podwyzszony poziom przeciwcial w
surowicy krwi, w porownaniu do kontroli ujemne;j,
przy znaczacej roznicy wobec kontroli dodatniej.
Jedna proba o wartosSci absorbancji 0,131 nieznacz-
nie przewyzszala gorny zakres przedziatu kontroli
wynoszacej 0,0-0,1, gdy proba dodatnia miescila si¢
w przedziale 0,40-0,45 (ryc. 3).

W probach mleka od 54 owiec z II owczarni po-
ziom przeciwcial miesScit sie w zakresie wartosci dla
kontroli ujemnej, podczas gdy u 17 owiec byt lekko
podwyzszony, lecz nie przekroczyt progu krytycz-
nego (ryc. 4).

Wyniki przeprowadzonych badan dowodzg bra-
ku wzrostu poziomu przeciwciat w mleku 1 surowi-
cy krwi, ktore wskazywalyby na wystepowanie pro-
cesu chorobowego w gruczole mlekowym owiec.
Obecnos¢ przeciwcial w mleku w kierunku Myco-
plasma agalactiae wykazali rOwniez inni autorzy (2,
3,5, 13, 14), przy czym zawartoSC przeciwciat w
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Ryc. 1. Wartoé¢ absorbancji prob kontrolnych i préb surowi-
cy w badaniach testem ELISA w kierunku M. agalactiae
u owiec z owczarni I
Objasnienia: cyfry w prostokatach oznaczaja liczebnos¢
matek, A — absorbancja.
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Ryc. 2. Warto$é absorbancji préb kontrolnych i prob mleka
w badaniach testem ELISA w kierunku M. agalactiae u owiec
z owczarni I
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Ryc. 3. Wartos¢ absorbancji prob kontrolnych i prob surowicy
w badaniach testem ELISA w kierunku M. agalactiaeu owiec
z owczarni IT
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Ryc. 4. Warto$¢ absorbancji prob kontrolnych i prob mleka
w badaniach testem ELISA w Kierunku M. agalactiae u owiec
z owczarni II

mleku i surowicy wykazywala roéznice, co potwier-
dzaja rowniez wyniki badan wlasnych.

Badania przeprowadzone nad wystgpowaniem
Mycoplasma agalactiae u owiec wykazaly, ze wy-
stepujace u 20% matek stany podkliniczne mastitis
mialy inne podloze etiologiczne. Ujemne wyniki
badan serologicznych uzyskano w 95% prob suro-
wicy 197% prob mleka owiec I owezarni oraz w 98%
prob surowicy i 76% prob mleka z II owczarni.
Wysoka swoisto$¢ zastosowanego testu ELISA po-
zwala na szybkie i skuteczne postepowanie. Wyniki
badan wlasnych wskazuja na wysoka wartos¢ dia-
gnostyczng testu i uzasadniaja jego uzycie w ruty-
nowe] diagnostyce mastitis subclinica.
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