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Antibodies of Mycoplasma agalactiae in the blood plasma and milk of ewes

Summary

The ELISA testwas 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 betweenŹ-7 years and they were from the first to sixth lactation period of about 100 days duration. The
ewes were free of infectious diŚeases 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 s|oup I, orrly in 4
appeared a higher level of antibodies against M. agalactiae, in comparison to negative control values, but this
w^ń significantly lowe. than the levet of positive controls. In the samples of milk of group I the level of anti-
bodieiwas in tńe range of negative controls, and only slightly increased in two cas€s, but not to the range
indicating M. agalactńe infeciion. In the samples from 4 ewes belonging to group II, although_the level of
antibodiei was ńighe. 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 au§mented in 17, but below the threshold indicating infection with M. agalactiae. The
obtained resultido not firove the presence of deseased state of udder caused by M. agalactiae in either group
of ewes.
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SA w mleku i surowicy krwi owiec z dwóch Stacji
Doświadczalnych. Ten szybki, czuły i swoisty test
możebyćv,ykorzystany do celów profilaktyki i dia-
gno styki chorób zakaźny ch wywo ł anych pr zez My -
coplasma agalactiae.

Matetial i metody

Badania przeprowadzono w dwóch (I i il) Stacjach
Doświadczalnych Hodowli Owiec AR w Lublinie w
1996 r. Do badań pobierano mleko i surowicę krwi owiec
ras: polskiej nizinnej, suffolk, berrichonne oraz ich mie-
szańców z różnym dolewem krwiFr-50Vo,Fr-75Vo iFr-
87,57o owcy nizinnej. Owce w wieku od 2-7 lat były mię-
dzy pierwszą a szóstą laktacją. Stado było wolne od cho-
rób zakaźnych i znajdowalo się pod stałą opieką lekar-
sko-weterynaryjną.

Badania przeprowadzono w 15,45 i 75 dniu laktacji
trwającej 100 dni. Próby mleka pobierano po 6 godzi-
nach od odłączeniajagniąt. Owce utrąrmywane były na
głębokiej ściółce, miały stały dostęp do wody. Zywienie
było znormalizowane w oparciu o pasze własne, uzu-
pełnione dodatkami mineralno-witaminowymi. Skład
jakościowy i energetyczny dawki pokarmowej opraco-
wany zostaI w ZakIadzie Hodowli Owiec i Kóz AR w
Lublinie w oparciu o obowiązujące normy (17),

W czasie pobierania prób mleka i krwi oceniano zdro-
wotność gruczołu mlekowego badaniem klinicznym, zaś
w tych samych próbach mleka określano |iczbę komó-
rek somaty cznych metodą Prescot-Bre eda oraz łvyko-
npvano badania mikrobiologiczne w kierunku wyklu-
czenia lub potwierdzenia obecności St. aureus (77).

Przebadano 76 prób mleka i surowicy krwi owiec z I
owczarni i odpowiednio 71 prób z drugiej. Mleko pod-
dane testowi było pozbawione thlszczl przez odwiro-
wanie (10 000 rpm, 30 min.), a okres przetrzymywania
go w temp. -18"C, podobnie jak surowicy, do momentu
wykonania oznaczeń nie byI dłtlższy njż 14 dni.

Do wykryrvania Mycoplasma agalactiae w mleku i
surowicy uzyto zestawu szwajcarskiej firmy Dr Bomme-
li AG oraz czytnika ELISA (prod. MAGPOL Wrocław).

Warunkiem wykon ania te stu j e st przeprowa dzenie
badanej próby do roztworu wodnego. Surowicę krwi
owiec rozcieńczano stukrotnie, a mleko dwukrotnie w
rozpllszczalniku z zestawu analitycznego (EIA kit). Za-
równo dodatnia jak i ujemna próba kontrolna, podob-
nie jak surowica krwi badanych owiec, byly rozcieficza-
ne 1OO-krotnie. Wartości absorbancji próby kontrolnej
dodatniej obejmują wartości stęzeń przeciwcial świad-
czących o występowaniu procesu chorobowego. Nato-
miast przedział absorbancji zakresu kontroli ujemnej
obejmuje wartości niższe, dowodzące o jego braku. Róz-
nice stęzeń przeciwcia| charakterystycznych dla stanów
cho rob owyc h u p o szcze gólnych grup b ad any ch zw ier ząt
wynikają z różnic poziomu antygenu Mycoplasma aga-
]actiae. Czytnik ELISA mierzy wartość absorbancji za-
lezną od natężenia barwy zielonej. Wszystkie wartości
odczytyłvane są w odniesieniu do roztworu wzorcowe-
go, którym wypelniony jest pier-wszy rządzagłębieńkaż-
dej mikropłytki. Po dokonaniu odczytu przy uzyciu fil-
tru 405 nm i wykonaniu obliczeń dla każdej próby,lzy-

skuje się wartości absorbancji, które mieszcząsięw prze-
dziale kontroli dodatniej, ujemnej lub między nimi. Th
ostatnia mozliwość świadczy o podwyzszonym poziomie
przeciwciał przeciw Mycoplasma agalactiae, co jest sy-
gnałem do podj ęcia odpowiednich dzialań profilaktycz-
nych.

Wyniki iomówienie
Przeprowa dzona ocena zdrowotności gruczołu

mlekowe go b ad aniami klinicznymi wymion ot az cy -

tolo gicznymi i mikrobiolo gicznymi mleka v,rykaza-
ła l207o owiec występowanie podklinicznych sta-
nów zapalnych. Infekcje bakteryjne na tle gronkow-
cowym stanowiły ĘIko0,5Vo wszystkich stanów pod-
klinicznych, zaś zaw atto ść komórek s om aty czny ch
wynosiła średnio 400 tys. w ]. cm3 wydzieliny. W
mviązktl z tym, altorzy podjęli badania nad obec-
nością M. agalacti ae w surowicy krwi i w mleku j ako
czynnika etiolo giczn e go m as t i t i s sub cl in i c a,

Badania diagnostyczne testem ELISA w wielu
krajach są przeprowadzane powszechnlę, aw przy-
padku bialaczki i brucelozy należą nawet do badań
urzędowych obok metod tradycyjnych (6, 9,I0,15,
17) . Test ELISA z mlekiem jest bezpie czną metodą
alternatywną do stosowanego tradycyjnie odczynu
seroneutralizacji,

Wartości ekstynkcji dla surowicy krwi owiec z I
owczarni - proporcjonalne do poziomu przeciwciał
przeciwko Mycoplasma agalactiae, mieściły się w
pr zedziale 0, 0-0, 6, Kontrola dodatnia wykazywała
wartości w zakresie 0,65-0,70, zaś kontrola ujemna
w przedziale 0,00-0,35. W I owczarni na 76 owiec
tylko u 4 pozj om przeciwcial był,znacznie .podwyż-
szony w porównaniu do kontroli ujemnej, jednak
zdecydowanie różnił się od wartości dodatniej
(ryc, 1). Natomiastw mleku owiec tej samej owczar-
ni poziom ten kształtował się w zakresie kontroli
ujemnej, a tylko w dwóch próbach byl nieznacznie
podwyzszony, |ecz nie na tyle by stwierdzió obec-
ność Mycoplasma agalactiae (ryc, 2).

U owiec zII owczarni tylko u 4 sztuk stwierdzo-
no nieznacznie podwyższony poziom przeciwcial w
surowicy krwi,.w porównaniu do kontroli ujemnej,
przy znaczącej różnicy wobec kontroli dodatniej.
Jedna próba o wartości absorbancji 0,131 nieznacz-
nie przewyższala górny zakres przedziału kontroli
wynoszącej 0,0-0,1, gdy próba dodatnia mieściła się
w pIzedziale 0,40-0,45 (ryc, 3).

W próbach mleka od 54 owiec zII owczarni po-
ziomprzeciwciał mieścił się w zakresie wartości dla
kontroli ujemnej, podczas gdy u 17 owiec był lekko
podwyzszo ny, lecz nie przekr oczyI pr o gll kryĘ cz-
nego (ryc.4).

Wyniki przeprowadzonych badań dowodzą bra-
ku wzrostu poziomu przeciwciał w mleku i surowi-
cy kr-wi, które wskazywałyby na występowanie pro-
cesu chorobowego w gruczole mlekowym owiec.
Obecność przeciwciał w mleku w kierunkl Myco-
p l a s m a a g a l a c t i a e wykazalt r 6w nież inni alto r zy (ż,
3, 5, 13, l4), przy czym zawartość przeciwciał w
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Ryc. 1. Wartość absorbancji prób kontrolnych i prób surowi-
cy w badaniach testem ELISA w kierunku M. agalactiae

u owiec z owczarni I
Objaśnienia: cyfry w prostokątach oznaczają liczebność

matelL A - absorbancja.
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_____:_] kontrola dodatnia 0,30-0,35

kontrola ujemna 0,00-0,23

Ryc. 2. Wartość absorbancji prób kontrolnych i prób mleka
wbadaniach testem ELISAwkierunku M. agalactiaeu owiec

z owczarniI
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kontrola dodatnia 0,40-0,45

kontrola ujemna 0,00-0,10

Ryc.3. Wańość absorbancji prób kontrolnych i prób surowicy
w badaniach testem ELISA w kierunku M, agalactiae u owiec

z owczarni II

Ryc. 4. Wartość absorbancji prób kontrolnych i prób mleka
w badaniach testem ELISA w kierunku M. agalactiaea owiec

Z owczarni II
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