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MAREK LESIAK, ANNA KELOSSOWSKA, KRZYSZTOF JANIAK, MARIA DROZDZYNSKA

Aktywnoé¢ N-acetyl-B-D-glukozaminidazy w mleku

iako wskaznik wystepowania mastitis v kréw

zakiad Higieny Zwierzat Instytutu Weterynarii Oddziat w Bydgoszczy,
ul. Powstaficow WIlkp. 10, 85-090 Bydgoszcz

Checne metody diagnostyki mastitis oparte
53 na badaniach zawartosci komorek somatycz-
nych w mieku (Terenowy Odczyn Komorkowy,
liczniki elektroniczne). Wymagaja one dla okres-
lenia formy zapalenia — réwniez badan bak-
tericlogicznych bardzo pracochtonnych i kosz-
townych, Bez tych badan nie ma mozliwosci
wykrycia zapalen podklinicznych, kiore stano-

nkolo 70U ogdlu zapalen wymion, W celu
niczeniz ilosei badan bakteriologicznyeh
pedejmuje sie proby opracowania innych metod
diagnostycznyeh opartyeh na zmieniajaeym sie
skiadzie chemieznym mleka (np. laktoza, chlor-
ki, so6d, potas) i enzymatycznym (wzrost aktyw-
nosei katalazy, dehydrogenazy mleczanowej
(LDH) i N-acetylo-B-D-glukozaminidazy (NA-
Gaza)) przy powstajacymn i toczgcym sie proce-
ie zapalnym, Szczegolnie przydatne do zasto-
sowania w praktyvee wydaje sie oznaczanie
aktywnogel tego ostatniego enzymu. NAGaza
iest enzymem lizosomalnym uwalnianym z
uszkodzonych komorek. Stwierdzono, ze aktyw-
noéé tegp enzymu wzrasta wraz z nasileniem
sie procesu zapalnego wymienia (1). Do opra-
cowania szybkiej metody oznaczania aktyw-
noéci NAGazy wykorzystano fluorometrie ().
Metode te zastosowano do wykrywania stanow
zapalnych gruczolu mlecznego krow w fermach
pper i w gospodarstwach indywidualnych na
terenie woj. bydgoskiego.
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Material i metody

Do badan pobierano mleko z poszezegolnych ¢wiar-
tek wymienia od kréw rasy ncb przebywajacych w
kilku roznych oborach na lerenie wojewodziwa byd-
goskiego. bacznie przebadano 969 prob mleka pobie-
ranych okolo 4 godziny po doju porannym., Przy wy-
krywaniu stanéw zapalnyth wymienia stosowano na-
stepujace testy: zawartosé komdrek somatyeznych w
mieku, oznaczanie bakterii patogennych w mleku,
okreélanie aktywnosci NAGazy w mleku,

Zawartosté komdrek somatycznych w mleku okres-
lano testem oborewym z plynem Mastirapid (TOK)
araz metoda zalecana przez Migdzynarodows Federa-

cje Mleczarska (IDF) opracowang dla elektronicznego
liczenia komorek somatycznych w mleku, do ktorej
zastosowano aparat Laborscale Analayser typ PSL-1,
PSA-1 produkeji wegierskiej. Badanie bakteriologicz-
ne préob mleka wykonywano standardowymi metoda-
mi obowigzujagcymi w Polsce.

Aktywnosé¢ NAGazy okreslano testem ,Eflab Milk
NAGaza Test” proponowanym przez finskg firme Lab-
systems. Test ten zostal zmodyfikowany przez Mattile
(5) i dostoesowany do techniki mikromijareczkowania
na plytkach przy uzyciu fluorescencji, w oparciu o
metode opracowang przez Leaback i Walker (4) i
Kitchen (2) z uzyciem 4 metyloumbelliferylu-N-ace-
tvlo-B-D sglukozaminidazy (MUAG) jako substratu.
Na plytkach do mikromiareczkowania mieszano 10 pl
mileka z 30 pl roziweoru substratu (2,25 mM MUAG w
0.25 M buforu eyfrynianowego) przy pH- 4,6. Po 15
min. inkubacii w temp, 25°C zatrzymywano reakeje
katalizowang przez NAGaze mleka, dodajac do proby
1he pl 02 M buforu (glizyna — NaOH) w celu zmiany
pH do 10,5, Nastepnie dokonywano pomiarow fluo-
rescencji uwolnionego w reakeji 4 metylowmbellife-
ronu aparatem Fluoroscan [irmy Labsystems polgczo-
nym z mikrokomputerem, co pozwolilo po zastosowa-
niu odpowiedniege programil ha magazynowanie i
przetwarzanie danych lacznie z interpretacjg wyni-
kéw, Przeprowadzono analize oirzymanych wynikow.
Porownywang procentowa zgodnosé wynikow testow
komorkowyeh z aktywnosciy NAGazy. Badano wzrost
aktywnosei tege enzymu w mleku przy zapaleniach
podklinicznych | zapaleniach utajonych wynienia
wywolanych przez rozne patogeny. Istotnode roinie
w akivwnose] tego enzymu w éwiartikach zakazonych
i niezakazonych obliczano testem t-Studenta.

Buadanie bakteriologiczne prob mleka prowadzono
rutynowymi metodami (Instrukecja Nr 48 Dep. Wet.
Min, Rol. z dnia 22 wrzeénia 1978 T.).

Wyniki 1 oméwienie

Dane zawarte w tab. 1 przedstawiaja wyni-
ki badan tych samych préb mleka éwiartkowe-
go trzema testami diagnostycznymi. Procento-
wy rozklad wynikow w poszczegblnych prze-
dzialach zawartosci komorek jest zblizony dla
wezystkich testéw. Jedynie w przypadku TOK
zauwaza sie mniejsza czulos¢ tego testu w prze-
dziale 1I, co spowodowato wzrost liczby wyni-
kéw w przedziale I. Jednakze w zadnym z
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uwzglednionych przedziatléw zawartosci komo-
rek zakres roznic pomiedzy rezultatami dla
trzech testow nie osigga 10%. Biorac pod uwa-
ge rozne zasady przeprowadzania porownywa-
nych testow oraz rozne techniki postepowania
z mlekiem mozna przyjaé, ze stwierdzany za-
kres roznic jest niewielki, a w przedziale III
wynosi tylko 1,83%. Wyniki te moga byé pod-
stawg do posredniego wnioskowania o wspol-
zaleznosci pomiedzy aktywnoscia NAGazy a
zawartoscig komorek somatycznych w mleku.
O wysace istotnej i dodatniej tego typu kore-
lacji donoszg Kitchen i wsp. (3) oraz Mattila (5).

Wyniki badan cytologicznych i bakteriolo-
gieznych mleka dawaly mozliwosei klasyfikacji
mastitis wedlug zasad okreslonych przez Mie-
dzynarodows Federacje Mleczarskg. Do tej kla-
syfikacji odnoszono wyniki badan mleka tes-
tem NAGaza (tab. 2). Zwraca uwage do$é wy-
soki procent (19,03) wynikéw niezgodnych (do-
datnich) w tescie NAGaza w grupie wynikow
charakteryzujacych mleko normalne. Sugero-
watoby to wiekszg czulosé testu enzymatyczne-
g0, czego jednak nie potwierdzaja dalsze dane
w tabeli (16,02% wynikow negatywnych w tes-
cie NAGaza w przypadkach zaburzen sekrecyj-
nych i 16,90% wynikow negatywnych w przy-
padkach zapalen podklinieznych). Te odchyle-
nia wydajg sie byé wynikiem réznych stanow
czynnosciowych badanych wymion, co z pew-
noscig rzutowato na réing koncentracje komo-
rek somatycznych w mleku, jak i na stopien
ich uszkodzenia powodujgc zmiany w aktvw-
nosei NAGazy. Obecnosé bakterii patogennych
w gruczolach mlekowych takze mogla mieé
wptyw na akywnosé enzymatyezna mleka, cho-
ciaz z tej tabeli wnioskowaé o tym nie mozna
(92,04% infekeji utajonych nie zostalo wWykry-
tych testem NAGaza). Nalezy zaznaczyé, ze wy-
niki testu NAGaza byly klasyfikowane jako do-
datnie (mastitis), badz ujemne (mleko normal-
ne) za pomocy komputerowej analizy danych.

Nie uwzgledniajge klasyfikacji komputero-
we] autorzy niniejszej pracy dokonali pordw-
nania aktywnosci NAGazy w mleku pochodza-
cym z gruczoldw zakazonych oraz nie zakazo-
nych. Rezultaty zestawiono w tab. 3. Poréwny-
wana w obrebie tego samego wymienia aktyw-
nos¢ NAGazy dla éwiartki zakazonej danym
patogenem z aktywnoscia tego enzymu w
Cwiartce rownoleglej, badz innej nie zakazonej.
W tabeli przedstawiono Srednie arvtmelyezne
dla poszczegblnych grup éwiartek. Zestawienie
uwzglednia infekcje utajone i przypadki pod-
klinicznego mastitis. Aktywnos¢ NAGazy w
przypadkach zakazen gruczoléw szezepami:
Streptocoecus agalactiae, Streptococcus dysga-
lactiae, Streptococcus sp. B-hemolityczny, Stap-
hylococcus aureus i Staphylococeus epidermi-
dis byla zawsze istotnie wyzsza niz w mlekuy
pochodzacym z éwiartek nie zakazonych. Tylko
przy zakazeniach wywolanych przez Micro-
coccus sp. nie stwierdzono istotnych réznic.
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Tab. 1. Poréwnanie wynikéw badan mileka éwiartko-
wego trzema testami diagnostycznymi

Przedziaty ‘ TOK NAGaza Lahorscale
zawartosci = —
komorek | I
(X103 ml) ‘ n % n ‘ U n %
|
I. <500 530 | 69,10 4685 | 60.83 ‘ 473 61,74
II. (500—1500) | 120 | 13.66 185 | 24,15 | 191 | 2493
III. >1500 116 15,14 | 115 | 13,0 102 13,21

Tab. 2. Zestawienie wynikéw testu NAGaza z zawar-
todcig komorek somatycznych i obecnoscia bakterii
patogennych w mleku

% niezgod-
nosci otrzy-
Charakterystyka mleka “ manych wy-
1 wymienia nikow w
tescie
NAGaza
Nie stwierdzono bakterii
atogennych
s 583 19.03
liczba komoérek <(500X10%/m]
(wymie normalne)
Nie stwierdzono bakterii
atogennych
.p € y l 156 16,02
liczba komérek >500X10%/ml
(zaburzenia sekrecyjne)
Stwierdzono bakterie patogenne
liczba komoérek >3500X103/ml (142 16,90
(zapalenia podkliniczne)
Stwierdzono bakterie patogenne
liczba komorek <500 X 10%/m1l &8 92,04
(infekcje utajone)

Tab. 3. Zestawienie $rednich poziomow aktywnosci
NAGazy (j.n)* w éwiartkach zakazonych i nie zaka-
zonych

N |
. Cwiartki
Infekcja Frknitin
wywolana et ; P
przez zaka- nie za-
|  Zone kazone
Sec. agalactiae 26 ‘ 79.4a | 3995 |p<0.065
Sec. dysgalactiae 21 65.02 26,8b p<<0,05
Streptococcus |
sp. B hem. 10 | 114,32 45,1 p<0,05
S. aureus 33 68,62 29,70 p<0,0n
S. epidermidis 130 33,9a 1980 | p<{0,001
Micrococcus sp. 152 49,2a 28,24 —
Objasnienia: j.n* — jednostki NAGazy; a, b — ¢$rednie

oznaczone roznymi literami réznia sie istotnie.

Wiaze sie to prawdopodobnie z mniejsza pato-
gennoscig tego rodzaju bakterii dla gruczolu
mlecznego.
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oz aigaladtion sepidermidis ktorzy stwierdzili, ze ok. 80% aktywnosci

a 801. ” : Sl P ey NAGazy w mleku pochodzi z uszkodzonych ko-
% 0] '“_lg"“ morek nabtonkowych, pozostate 20% z fagocy-

%50 = M tow. Natomiast wiadomo, ze zwiekszona liczba
I B M komoérek somatycznych w mleku pojawia sie

z %r 7z chwilg naruszenia tzw. bariery wymieniowej,
§ hot a wiec w stanach zwiekszonej przepuszczalnosci
q 301 $cian naczyn krwionosnych sgsiadujgcych z pe-
2 ) cherzykami sekrecyjnymi gruczolu mlecznego.

%10__ Ta bariera ulega naruszeniu nie tylko w sta-

I, nach podraznienia zapalnego wymienia, stad

37 s M ToKk L5 HOIOK LS N TOK LS N Tok LS N TOK stwierdza sie duze i czeste wahania koncen-

Rye, 1.
testow

Zestawienie porownawcze skutecznosci trzech
diagnostycznych w wykrywaniu standéw pod-
klinicznych wymienia

Objasnienia: LS — aparat Laborscale — (komorki soma-
tyczne), N — NAGaza test, TOK — Terenowy Odczyn Ko-
morkowy.

Dokenano réwniez pordéwnania stopnia wy-
krywalnosci przypadkoéw mastitis subclinica za
pomoca trzech roéwnoczes$nie wykonywanych
testow diagnostycznych. Jak wynika z rezul-
tatéw przedstawionych na ryc. 1 testem NA-
Gaza ujawniono najwickszy procent przypad-
kow mastitis wywolanych przez Streptococcus
agalactice i Staphylococcus aureus. By¢é moze
zwiazane to jest ze szczegdblna patogennoscia
tych szczepow bakterii dla wymienia, co moze
powodowac intensywniejsze zmiany w bionach
kemorkowyeh 1 uwalnianie enzymu z cytoplaz-
my komorek do mleka., Sg rowniez inne infor-
macje o mozliwosciach wzreostu aktywno$ci
NAGazy w mleku podczas infekeji gruczotow
mlecznych przez Staphylococcus aureus, Pseu-
domonas fluorescens i Escherichia coli (cyt. wg
7y. Mattila i wsp. (5) obserwowali zwiekszong
aktywnosé NAGazy w mleku podczas perma-
nentnych infekcji wymion przez Staphylo-
coccus i Micrococcus. Cytowane publikacje by-
ly jednak wynikiem prac do$wiadczalnych, w
ktorych niewieslkg liczbe kréw obserwowano
przez diuzszy okres czasu. Rezultaty niniejsze]
nracy pochodzg z badan masowych, jednorazo-
wych, prowadzonych zgodnie z wymogami ru-
tynowego badania krow i mleka w kierunku
mastitis w naszym kraju. Przy takim systemie
badan tylko przypadkowo mozna natrafi¢ na
okres ,,permanentnej infekcji” gruczotdw mleck-
nych. Nalezy takze podkreslic, ze nie pobiera-
no do badan prob z przypadkow klinicznych, a
badano tylko mleko z gruczolow, w ktorych
stwierdzono subkliniczne formy mastitis, a
wiec proces degradacji komorek mleka 1 tka-
nek wymienia przebiegal z niewielkim nasile-
niem. Mozna by przypuszczac, ze nie znajdo-
walo to odzwierciedlenia w Wyraznle]szych
zmianach aktywnosci NAGazy.

Propagatorzy omawianej enzymatycznej me-
tody diagnostyki mastitis (6) udowadniaja, ze
test NAGazy jest wierniejszym odzwierciedle-
niem stanu funkcjonalnego poszczegdlnych gru-
czoldw mlecznych niz testy cytologiczne. Po-
wolujg sie przy tym na Kitchena i wsp. (2),

traciji komoérek w mleku.

Inng istotng zaletg testu NAGaza jest zasto-
sowanie programu komputerowego do natych-
miastowej analizy danych. Program ten przy-
stosowany do badania mleka ¢wiartkowego
umozliwia okreslenie aktywnosci enzymu od-
dzielnie dla kazdej ¢wiartki wymienia, Wska-
zZUje rownoczesnie, w ktorej ¢wiartce wymienia
nastgpil istotny wzrost aktywnosei przyjmujgc
jako odniesienie ¢wiartke o najnizszej aktyw-
nosci. Jest to bardzo wazne, gdyz uznanie jed-
nej wartosci aktywnosci enzymatycznej za gra-
nice fizjologiczng dla wszystkich krow nie
uwzwlednia zmiennosci indywidualnej, jaka
obserwuje sie w badaniach skladu mleka.

Wyniki niniejszej pracy oraz cytowanych pu-
blikacji wskazujg, ze w masowych badaniach
diagnostycznych w stadach problemowych,
gdzie niezbedne sg badania mleka ¢wiartkowe-
go, test NAGaza moze by¢ bardzo przydatny.
Przemawia za tym takze prostota jego wyko-
nania, szybkos$¢ pomiarow, prawie natychmias-
towa analiza wynikow i duze mozliwosci w sen-
sie ilosci badanych prob. Barierg, ktéra moze
uniemozliwi¢ wprowadzanie testu do praktyki
w naszym kraju jest koszt i dostepnos¢ apara-
tury, niezbednego sprzetu oraz odeczynnikow.
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Jecax M., Kuacccosckas A., Auxax K., JApoxIsKUHb-
ckag M. — ARruBHocTs N-anetui-B-D-riaoxo3aMmauy-
Ja3bl B MOJIOKE KaX NOKa3aTeljb IOABJEHWI MACTHTAR
U KOPSB

Ilpy mOMOII{M KOMIILIOTEPM3OBAIIHOW U aBTOMATMU3U-
POBAaHHOI CUCTEMBbI MCCJENOBAHUA aKTUBHOCTM N-ane-
Tua-B-D-TII0K03aMUHMAA3b] B MOJIOKe KopoB (NAG-aza
rKpuTepuit cucrtema, Eflab) muarHosuposaju BOCIIATM-
TeNbIbLIE COCTOARUA (OAKIAMHUYECKVE M OKDBITbIE UH-
dexnmn) MOJOUHBIX Keye3d, Kpurepuit NAG-asbl
ompeoasaeT aKTHUBHOCTb 9SH3MMa OTHAEJbHO AJdd KaxK-
7105t JOJAM OTHOCUTENBLHO OJMM C HAMMeHBIIEH aKTUB-
HNCTBLIO B Mpefeiax BbIMEHUM MCCIeAyeMOM KOPOBLI.
PesynbTaThl u3Mepenuit aktuBHocTr NAG-a3bl COIIoc-
TaBJAIM C PE3yJbTATaMM MCCJIeAaBAHMI KAMHBUIECKUX
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BbIMeNn!, D2KTEPUONIOTUYECKUKX ¥ IUTOJIOTMHECKMX MO-
J0KA,

Pe3ynbTaThl YKal3bIBAIOT HA NOJORUTEILHYIO B3a-
MMO3aBUCUMOCTE MEXKAY COJAEPXKaHMEM COMaTUMYECKUX
KJIETOK B MOJIOKE ¥ aKTMBHOCTBIO NAG-a3el., AKTUB-
HOCTh SH3UMa ObLIa CTATUCTUYIECKM CYLIEeCTBEHHO BLILIE
B MOJIOKE M3 KeJje3, MHOUIMPOBAHHBIX NaTOTEHHLIMU
IS BLIMEHM MMUKPOOPraHM3MaMy, dHeM B MOJIOKe U3
Kese3, cBOBOJHBIX OT IIATOTEHOB Jmbo MHMOUUMPOBaH-
ubix Micrococcus. Kprepuem NAG-a3pl 00HaPYyRUIA
HAUBBICIINI IIPOIIEHT MH@MEKIIMM BBIMEH), BbI3BAHHBIX
Sc. agalactiae u S. aureus.

Lesiak M., Klossowska A., Janiak K., Drozdzynska
M. — The activity of N-acetyl-B-D-glucosamidase in
milk as an index of mastitis in cows

The diagnosis of subclinical and latent infections
of udders was carried out by means of a computer
system — NAGaza test system, Eflab. — The NAGaza
test enables to determine the activity of the enzyme
in each quarter in relation to the quarter with the
lowest activity within the udder. The results of measu-
rements of the NAGaza were compared with the
findings obtained by clinical, bacteriological, and cyto-
logical examinations of milk, The result pointed fo
positive correlation between the content of somatic
cells in milk and the activity of NAGaza. The acti-
vity of the enzyme was statistically significantly hig-
her in milk from the udders infected with pathogens
than in milk coming from normal udders or in-
fected with Micrococcus. The highest percentage of
infections by Str. agalactiae and Staph. aureus were
revealed by means of the NAGaza test.

ANDRZEJ KONCICKI, ANNA KRASNODEBSKA-DEPTA, JAN JANKOWSKI* IRENA JANOWSKA

Wplyw Tiamowetu na zdrowotnoéé i produkcyjnos¢ niosek

indyczych zywionych petnoporcjowa mieszankg

dla indykéw IHN" z monenzynem sodowym®

Zaklad Chor6b Drobiu Katedry Epizootiologii Wydzialu Weterynaryjnego AR-T,
10-957 Olsztyn-Kortowo, bl. 105
xZakiad Hodowli i Technologii Produkeji Drobiu Instytutu Hodowli i Technologil Produkcji
7

Zwierzecej Wydzialu Zootechnicznego AR-T,

Wraz z intensywnym rozwojem wielkostad-
nego chowu drobiu wprowadza sie na rynek
nowe preparaty stuzace do walki z chorobami
ptakoéw. Takimi preparatami sg kokeydiostatyki
jonoforowe, przeznaczone do walki z jedna z
grozniejszych chorob pasozytniczych drobiu —
kokecydiozg oraz Tiamowet — do zapobiegania
1 leczenia mykoplazmozy.

Kokeydiostatyczne oddzialywanie antybioty-
kow jonoforowych na Eimeria sp. sprowadza sig
do tworzenia obojetnych kompleksow tluszczo-
wych z kationami. Przeniesienie tych komplek-
séw przez blony biologiczne uszkadza komor-
kowe gradienty jonowe i prowadzi do osmo-
tycznego uszkodzenia pasozyta. Do tych pre-
paratow zaliczany jest monenzyn sodowy, pro-
dukowany przez firme Elanco na drodze fer-
mentacji ze szczepu Streptomyces cinamonensis.
Antybictyk ten jest substancjg czynng premik-
su Elankoban 100, przeznaczonego do stosowa-
nia w paszy dla brojlerow. W zapobieganiu
kokeydiozie indykéw kokeydiostatyk ten po-
winien byé stosowany w programie ciggltym do
12—16 tyg. odchowu w dawce 100 ppm (2, 3).
Jak wykazaly badania, antybiotyk ten niejed-
mokrotnie stwierdzano w mieszance IHN, a za-
tem w paszy dla niosek. Bylo to przyczyna
masowych zatru¢ indykow po zastosowaniu w
tym czasie Tiamowetu Biowet (Tiamulina firmy

*) Prace wykonano w ramach CPBR 10.3
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Squibb) — antybiotyku produkowanego przez
grzyb Pleuritis mutilis. Antybiotyk ten bowiem
podany réwnoczesnie z monowalentnymi jono-
forowymi kokcydiostatykami (monenzyn-Na,
salinomycyna-Na czy mnarasin) powoduje silne
zatrucia.

W zwiazku z czestymi przypadkami wyste-
powania monenzynu sodowego w mieszance
IHN, a takze zatruciami indykéw po podaniu
Tiamowetu, postanowiono okreflic wplyw tych
preparatéw na zdrowotnos¢ i produkeyinosc
niosek indyczych.

Materiat i metody

Do badann uzyto 45 szt. niosek indyczych WAMA 1
rasy biale] szerokopiersnej w wieku ok. 40 tyg., ktére
zgromadzone byly w fermie SD i w pomieszczeniach
Zaktadu Choréb Drobiu. Ptaki podzielono losowo na
6 grup:
grupa I — 10 indyczek zywionych przemystowsa peino-
porcjowg mMmieszankg dla indykéw IHN, ktoéra zawie-
rata 60—80 ppm monenzynu sodowego**). W grupie
tej zastosowano Tiamowet jednorazowo w ilosci 10 g
na 6 litrow wody;
grupa II — 10 indyczek zywionych jak wyzej. Pta-
kom tej grupy podano Tiamowet przez trzy kolejne
dni w dawce 3,3 g na 6 litréw wody;
grupa IIT — 10 indyczek stanowigcych kontrole, w
ktérej stosowano zywienie mieszankg IHN z monen-
zymem jak wyzej;

#) Badania paszy na zawarto§¢ monenzynu sodowego prze-
prowadzono w Instytucie Weterynarii w Putawach.



