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Badanie podatnoéci na sfagocytowanie (in vitro) w mleku szczepéw

Sc. agalactiae i S. aureus wyosobnionych z przypadkéw mastitis

v kréw
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Fagocytoza i w jej konsekwencji zabijanie
bakterii, ktore dostaly sie do wnetrza gruezolu
mlecznego uwazana jest powszechnie za glow-
ny mechanizm obronny przeciw mastitis (6).
Z obserwacji terenowych wynika, ze pomimo
jednakowej ekspozycji krow na zakazenie nie
wszystkie ¢wiartki wymienia sg jednakowo po-
datne, wzglednie unieszkodliwianie zarazkdéw
W wymieniu nastepuje z rézng szybkoscia. Zja-
wisko to prawdopodobnie zwigzane jest tez z
rozng zdolnos$cig fagocytarna leukocytow. Za
tym przemawiaja miedzy innymi wyniki ba-
dan Hilla (3), Pappego i Wergina (5) oraz Wil-
liamsa i Buncha (6). Badania wlasne prowa-
dzone nad aktywnoscig opsoniczng mleka wska-
zujg, Zze odgrywa ona istotng role w fagocyto-
zie. Wyniki tych badan podano w ostatniej
publikacji (9). W dostepnym pismiennictwie
brak jest natomiast badan podatnosci szczepow
patogennych dla gruczolu mlecznego na ich
sfagocytowanie w obecnosci opsonin mleka po-
chodzgcego ze zdrowych gruczolow mlecznych
i dlatego postanowiono badania takie przepro-
wadzié. Zastosowano taki model oceny procesu
fagocytarnego, w ktérym wprowadzono jako
element staly obce gatunkowo (kon) komérki
fagocytujgce. Komponentami zmiennymi byly
rozne szczepy bakteryjne i proby mleka (jako
zrodlo opsonin), pochodzgce od réznych krow.
W takim modelu mozna bylo odpowiedzieé¢ na
dwa pytania: a) czy rozne szczepy bedg fago-
cytowane w obecnosci tej samej proby mleka
jednakowo, czy w réznym stopniu i jak bedzie
przebiega¢ fagocytoza wobec prob mleka od in-
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nych kréw, b) czy rézne proby mleka (od roz-
nych krow) bedg wykazywaé te samg wzgled-
nie rozng aktywnos¢ opsoniczng wobec tego
samego szczepu, to znaczy czy jest ona cechg
osobniczg krowy roéznigcg jg od innych krow.

Materiat i metody

Do badan uzyto 5 szczepoéw Sc. agalactiae i 5 szcze-
poéw S. aureus. Ich charakterystyke podano w tab. 1.
Szczepy wyosobniono z klinicznych przypadkéw ma-
stitis u krow w roznych oborach. Do testowania uzy-
wano 24 godzinnej hodowli bulionowej (odwirowanej
i przemytej) o koncentracji 3X10%ml. Jako komoérek
fagocytujgcych uzywano leukocytow krwi obwodowej
konia (zdrowy, zawsze ten sam), pobranych w dniu
nastawiania testu, doprowadzonych do koncentracji
5X107/ml. Zrédlem opsonin bylo mleko wymieniowe
(4/4) od 5 zdrowych krow rasy ncb. Przebywaly one
w okresie badan w tych samych warunkach zywie-
niowych i $rodowiskowych, to jest w tej samej obo-
rze, lecz innej niz obory, z ktérych pochodzily testo-
wane szczepy. Charakterystyke krow podano w tab. 2.
Mleko pobieranc 10 razy podczas doju porannego, w
odstepach 4—5 dniowych, po odrzuceniu pierwszych
strug. Do testowania (w dniu pobrania) uzywano
mleka odtluszczonego za pomocg wirowania. Nie za-
wieralo ono bakterii patogennych dla wymienia, ani
patologicznie zwiekszonej liczby komorek somatycz-
nych. Stopied sfagocytowania badanych szczepoéw o-
kreslano metodg opisang poprzednio (7) i wyrazano
indeksem fagocytarnym. Indeks byl érednig (n=50)
zawartoscig sfagocytowanych bakterii w 1 leukocycie,
obliczona z preparatu mikroskopowego. W odczynie
braly udzial 3 komponenty dodawane w réwnych
obj;tosciowo ilosciach. Uczulanie bakterii opsoninami
(15 minut) i nastepna faza fagocytowania (30 minut)
nastgpowalo w temp. 37°C; w kontroli opsoniny zastg-
piono plynem PBS.

Wykorzystajac przewidziane dodwiadczeniem wielo-
krotne badania, wykonywane w okresie ponad 1 mie-

szczepow bakteryjnych
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sigca, przenalizowano dodatkowo wplyw pogody na
nasilenie procesu fagocytarnego. Badania takie mozna
bylo przeprowadzi¢, poniewaz przez jednorodnosé¢ wa-
runkow w jakich przebywaly krowy, wykluczone
byly wplywy mikrosrodowiskowe. Wykorzystano ana-
lize biometeorologiczng opartg na schemacie Dauberta
(cyt. 1) sporzadzong (W. Dubinski, WSSE — Krakdow)
dla calego okresu, to jest zaréowno dla dni badan, jak
i dzielgcych badania. Postuzono sie wymiernymi (od 0
do 3) wskainikami intensywnosci biotropowej (WIB),
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ktore ostatnio przyjely sie w biometeorologii czto-
wieka, Wartos$¢ zerowa (WIB=0) oznacza brak ujem-
nego oddzialywania pogody, a stopnie 1—3 wzrasta-
jace natezenie zjawisk meteorotropowych. Zagadnie-
nia biometeorologii weterynaryjnej sg malo poznane.
Istnieje z pewnos$cig wplyw pogody na ustroj zwierzat
uzytkowych. Trudno jest jednak na obecnym etapie
ustali¢ zwigzek miedzy konkretnymi parametrami
pogody a konkretnym objawem ze strony organiz-
mu. Wyczerpujace na ten temat inlormacje zawiera
praca C. Grosse Frie (2).

Wyniki i omdéwienie

Znaczna liczba danych (n=500) uzasadniala
opracowanie statystyczne powszechnie znany-
mi metodami, przy uznaniu znamiennoséci z ble-
dem 5% (alfa=0,05). Przy obliczeniach ($red-
nia artymetyczna, odchylenie standardowe,

wspdlezynnik zmiennosci, test Studenta) zwra-
ca uwage maly rozrzut danych (V%), co czyni
§rednie miarodajnymi. Statystycznie opisane
wyniki zamieszczono w tab. 3, a wyniki reje-
strowane w danym dniu badania przedstawiono
na rye. 1.

Tabela 3 zawiera 50 $rednich. Kazda z nich
pochodzi z sumy wynikéw uzyskanych w 10
dniach (n=10). Celem bylo wyeliminowanie
ewentualnego wplywu dnia badania na wynik,
co — jak sie poéiniej okazalo — bylo uzasad-
nione.

Analizujge dane tab. 3 wierszami, oceniono
roéznice w sfagocytowaniu  poszczegoélnych
szczepOw w obecnodci opsonin mleka tej samej
krowy. Przy analizowaniu danych tab. 3 ko-

Tab. 3. Stopien sfagocytowania (%, s, V, n=10)
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Ryc. 1. Zmiany w nasileniu fagocytozy na tle oddzialywania biotropowego pogody
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lumnami odczytano, jak dany szczep byl fago-
cytowany w obecnosci opsonin mieka roéznych
krow. Wyniki w powyzsze] kolejnosci interpre-
tacyjnej sg nastepujgce: 1. wprawdzie wobec
tej samej proby mleka niektore szczepy s3
fagocytowane w roéznym stopniu, ale przy zmia-
nie proby mleka réznice dotyczg innych szcze-
pow. Nie wykazano prawidiowosci, ze dany
szczep niezaleznie od proby mleka jest fago-
cytowany w wigkszym lub mniejszym stopniu.
2. Roéznic w aktywnosci opsonicznej badanych
prob mleka w odniesieniu do danego szczepu
nie stwierdzono. Wyjatek stanowi szczep gron-
kowca nr 10 silniej fagocytowany wobec opso-
nin mleka krowy nr II niz nr IIL

Z powyzszego wynika, ze przy zastosowanym
modelu fagocytozy: a) poszczegbdlne szczepy
bakteryjne sg fagocytowane w mniejszym lub
wiekszym stopniu w obecnosci opsonin mleka
tej samej krowy; b) aktywnos¢ opsoniczna
mleka normalnego nie rozni sie u poszezeg6l-
nych krow (z jednym wyjgtkiem).

Po stwierdzeniu, ze miedzy probkami mleka
brak réinic w aktywno$ci opsonicznej oraz
roznic miedzy stopniem sfagocytowania szcze-
péw, ktoére mozna by uja¢ w jakas prawidlo-
wosé — przeanalizowano wyniki opracowywu-
jac Srednie dla danego dnia badania (n=25)
oddzielnie dla paciorkowcéw i gronkowcoHw.
Wyniki przedstawiono na ryec. 1, na ktérej tez
podano warto$¢ WIB. Ogélnie mozna powie-
dzie¢, ze nasilenie procesu fagocytarnego bylo
znamiennie roézne w poszczegoélnych dniach ba-
dania. Stanowi to potwierdzenie wielu obser-
wacji dokonanych w odniesieniu do zmiennosci
nawet dobowej réznych wskaznikéw czy sklad-
nikéw biochemicznych. Zestawienie tych publi-
kacji podal w swej pracy Lesiak (4).

Oddzielnym spostrzezeniem jest natrafienie
na slad oddzialywania pogody na proces fago-
cytozy. Poréwnujgc na ryc. 1 wahania poziomu
fagocytozy z nasielniem natezenia bictropowe-
go wyrazonego WIB, daje sie zauwazyé pewien
trend. Mozna dopatrzyé¢ sie nasilania sfagocyto-
wania bakterii w okresie znacznej niestabilno-
sci pogody z silniejszym negatywnym jej od-
dzialywaniem. Ta interpretacja nie jest pozba-
wiona uzasadnienia. Znajduje ona potwierdze-
nie w jednej z poprzednich prac (8). Badajac
wowczas u kréw aktywnosé opsoniczng suro-
wicy krwi wykazano, ze nasilenie fagocyto-
wania bylo istotnie najwieksze w niekorzy-
stnych warunkach biometeorologicznych.
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KnoccoBckaa A.. BuckHéBckuii E. — MccirepoBanne
HOARTAMBGCTH K daroumiauum (in vitro) B moJioke
ILTAaMMOE MC. agalactice M ». auteus, Bbh.jejieAHBIX M3
Clly4yaeB MaCTKIZ Yy KOpoB

Habaloganu 3a nponeccoM darouutanmy OHaxkTepuit
Magpodia.aMy IIePUy.€PUe4CKOoM KpPOBM JIOIIauM. yiC-
TOYHMKOM OIICOHMHOB OblJIO MOJOKO, NPOMCXOAALLee U3
3L0POBLIX MOJIOYHBLIX KeJjie3d 5 KOPOB 1i4-II NOPOALL
IP20BIBAKLIMX B TEX e CaMbIX YCJOBMUAX OKDYKAaK0-
el cpenbl bakrepuu (o 5 mTamMmos) OblaM M30aM-
POBaHbI U3 MOJIOKA M3 KJAMHMUYECKMX CJyHaeB Maciura
KOPOB M3 APYIMX KOPOBHMKOB. 'lecTMpoBaam GakTepun
M MOJIOKC KaiKJAbI€ HECKOJIBKQO JHEeN, B oouleMm 10 paas.
Pazanuuii Meixay KOPOBaMM IIO ONICOHUYECKON aKTuB-
HOCTM MOJIOKA B IpuALMIe He obnapyxunu. Vlcxkiro-
YyeHueM ABRJAJUCE 2 KOPOBBI M (parogutanma 1 mram-
Ma. Pa3uunbl B MOZATAMBOCTY K (DAarouMTauuy MeEKIy
miraMMaMyu (B Ipejesax Eupa GakTepum) OTHOCUINCH
UCKJIIOUUTEIBHO K jaHuBCH mpobe Moncka, C ApyruMu
npobaMM MOJIOKA He OBLIO pasuul] MM Kacaluchb OHU
LEpyrux map mramMoB, darouurapHad aKTMBHOCTBE 3a-
BUCeJa OT JHA uccaegosanua. OrmeTusaca Ouomereo-
POTPOIMM3M. VIHTEHCUMBHOCTB OTPULATENbHOTO BO3JAEH=
CcTBMs IIOTOIBl AKTMBMPOBaJa Ipouece arogmrosa.

Klossowska T., Wisniowski J. — Susceptibility of
Str. agaiactiae and Staph. aureus, isolated from cow
milk, to puagocytesis

The process of tacterial cells phagocytosis by pha-
gocytes of the equine peripheral biood was examineld,
Milk taken from normal five cows served as a so-
urce of opsonins. Five strains of each two species
were isolated from cases of cow mastitis. The bacte-
rial cells and milk were tested every few days (to-
gether 10 times). No significant differences regarding
opsonic activity was found with exception of two
cows and phagocytosis of one strain. The differences
among strains to phagocytic susceptibility concerned
a given sample of nulk only. Other samples of miik
did not show any differences or they affected other
pairs of the strains. Phagocytic activity depended
upon a day of examination. Biometeotropism was no-
ted. A negative influence of weather made the pro-
ces of phagocytosis more active.

FARAHAT A. A, YOUNIS M., AREF H.: Poziom
kertykosteronu i FSH u dojrzalych samedw szczura
po iniekcji prolaktyny i hormonu adrznokortykotro-
powego. (Corticosterone and follicle stimulating hor-
mone leveis after injection of prolactin and adreno-
corticotrophic hormone into mature male rats). Acta
Vet. (Beograd), 33, 15—20, 1983 (1).

Prolaktyng w dawce 5 jm lub ACTH w dawce
10 jm wzglednie obydwa hormony podano dojrzalym
samcom szczurOw przez 6 kolejnych dni. Szczury z
grupy kontroinej otrzymaly w iniekcji jalowy plyn
fizjologiczny, Po 24 godzinach po ostatniej iniekeji
zwierzeta dekapitowano i okreslano poziom kortyko-
steronu i FSH. Iniekcje ACTH wzglednie ACTH i
prolaktyny zwickszaly znamiennie poziom kortvko-
steronu w plazmie do 56252197 ug/ml i 51,75 +17
ug/ml (kontro'a 41,25*1,68 ug/ml). Iniekcje samej
prolaktyny nie wplywaly na stezenie kortvkosteronu
w plaimie szczurdéw. ACTH hamowal wyda'anie FSH
z przesvlki mozgowej. Stezenie FSH w przvsadce i
w surowicv w grupie kontrolnej wvynosilo odpowied-
nio 0.11 i 008 jm/ml, po iniekcii pro'aktynv 013 +0,02
i 0361005 jm/ml, po poJaniu ACTH 04124009 i
0,05 im/ml i po iniekcji ACTH + prolaktyna 1,00 £0,18
i 0,09 jmm/ml.

G.
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