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Summary

Evalution of the state of health of udder on the basis of
ATP in milk

The aim of the investigations was to evaluate the state
of health of the udder on the basis of ATP in milk. The
investigations were carried out on milk from the quarters
of 67 cows reacting positively in Californian Mastitis Test.
The level of ATP and the content of somatic cells were
examined in milk samples from the morning milking. The
level of ATP was determied liminometrically by Olsson’s
method using lucypheryn-lucypherase reagent, while Press-
cott-Breed’s method was introduced to estimate the con-
tent of somatic cells. The correletion coefficients between
the level of ATP and the contents of somatic cells depen-
ding on the intensity of udder inflammation. In quarter
milk of udders with subclinical inflammation was noted
a considerable increase of the ATP level- on the average
from 1.50 to 164.7 mM/L, and the content of somatic
cells increased from 150000 to 2000 000 cells cm—3 Masti-
tis considerably increases the level of ATP in milk, Deter-
mination of the ATP level in milk is a very susceptible
diagnostic test of subclinical mastitis.

Zapalenie wymienia stanowi jedna z gléwnych przyczyn
obnizenia wydajnosci mlecznej krow. Kazde podraznienie
gruczotu mlekowego wplywa na obnizenie jakosci higienicz-
nej mleka, jego wartosci konsumpeyjinej i technologicznej.
Ostre i przewlekle postacie mastitis, ktérym towarzysza
objawy Kkliniczne, wystepujg u okoto 5—30% kréw w stadzie,
natomiast stanami podklinicznymi dotknietych jest okolo
40—350%0 pozlowia (2, 4, 5, 6, 7, 9, 10, 12). Philpot i Nickerson
(11) podaja, ze subkliniczne postacie mastitis wystepuja
15-—40-krotnie czesciowej niz schorzenia o przebiegu klinicz-
nym. Kazda postaé zapalenia gruczoiu mlekowego prowadzi
do istotnych zmian jakos$ciowych mleka. Obnizeniu ulegaja
sktadniki syntetyzowane w gruczole: kazeina, laktoza,
ttuszez, przy réwnoczesnym wzroscie albumin, globulin, Na*,
Cl— oraz elementéw komoérkowych (4, 5, 6, 8, 12). Ocene
zdrowotnosei wymion na podstawie mleka mozna przepro-
wadza¢ réznymi metodami. Do najbardziej obiektywnych
nalezy zaliczyé badania bakteriologiczne, jednakie wymaga-
ja one czasu, zas metody biochemiczne pozwalaja na dos¢
szybkg ocene zdrowotnosci wymion na podstawle mleka
i informujg o stopniu podraznienia tkanki gruczolowej. Zna-
nych jest wiele prac naukowych na temat wielkosci zmian
w poziomie badanych sktadnikéw mleka: laktozy, kazeiny,
albumin, globulin, kwasu cytrynowego, sodu, chloru, ele-
mentéw mineralnych, liczby chloro-cukrowej w zaleinosci
od nasilenia procesu chorobowezo w gruczole mlekowym
(4, 6, 7, 8, 9, 10, 12), zas nieliczne tylko dotycza oceny zdro-
wotnosci gruczolu milekowego na podstawie wybranych
enzymoOw mileka: katalazy, LDH, AspAT czy ATP (3, 5,
10, 12, 13).

Celem podjetych badan byla ocena stanu zdrowotnego
gruczolu mlekowego na podstawie poziomu ATP (adeno-
zynotrdjfosforanu) w mieku.

Material i metody

Badania przeprowadzono na mleku pochodzgcym z posz-
czegbdlnych ¢wiartek wymienia krow w wieku 4—10 lat,

znajdujacych sie pomiedzy 2—8 laktacjg, utrzymywanjych
w chowie alkierzowym, o dobrym stanie zdrowia, stanowiag-
cych wlasnosé Rolniczych Zakladéw Doswiadczalnych AR
w Lublinie. Badania wstepne przeprowadzono na 220 kro-
wach. Z grupy tej wybrano do dalszych badan 67 kréw,
u ktorych mleko po dwukrotnym sprawdzeniu testem TOK
wykazywalo odczyn dodatni. Proby mleka pobierano z kaz-
dej ¢wiartki oddzielnie w dwie godziny po zakonczonym do-
ju rannym. Stan podraznienia tkanki gruczolowej okreélano
na podstawie zawartosci komoérek somatycznych i poziomu
ATP. Komorki somatyczne oznaczano metoda Prescotta-
-Breeda, za$ poziom ATP — luminometrycznie z uzyciem
odczynnika lucyferyno-lucyferazy (10). W zliofilizowanych
prébach mleka cznaczono bialko ogélne metodg Beneta (1),
przy czym kazda analizowana prdba zawierala 250 pg bial-
ka, bufor oraz odczynnik lucyferyno-lucyferazy. Moment
dodania odczynnika inicjowal proces luminescencji. Pomiar
przeprowadzono licznikiem scyntylacyjnym wobec proby
kontrolnej bez mleka. Czas pomiaru wynosit 10 s, za$ liczbe
impulséw przeliczono na 1 s. Pomiar wykonywano trzykrot-
nie, a obliczona z nich warto$¢ s$rednia stanowila wynik
koncowy. Poziom ATP odczytywano z krzywej wzorcowe]
wykonanej ze znanych stezen ATPNa, i odczynnika lucyfe-
ryno-lucyferazy (stezenia od 10-!% do 10-5 mola ATP). Wy-
niki opracowano statystycznie analizujgc zaleznosci pomie-
dzy ATP a zawartosciag komorek somatycznych z uwzgied-
nieniem natezenia reakcji z Terenowym Odczynem Xo-
mérkowym  (TOK). Obliczono wspoOlezynnik  korelacji
r-Pearsona i sprawdzono istotno§¢ wspdizaleznosci p —
testem t-Studenta w zaleznos$ci od nateienia procesu za-
palnego wymienia.

Wyniki i omédwienie

W warunkach homeostazy ustrojowej poziom ATP w ko-
moérkach tego samego rodzaju jest staly. W stanach zapal-
nych wymienia poziom ATP w mleku ulega istotnym zmia-
nom. Stgd okres$lenie sumy enzymu w ekstrakcie biomasy
jest czulg metoda oznaczania ilosci tego enzymu (3, 19; 13).
Zastosowany uktad lucyferyno-lucytferazy i ATP siuzy do
oznaczania poziomu ATP w wyciggu tkankowym, zas reakcja
przebiega dwustopniowo. W pierwszym etapie ATP reaguje
z lucyferazg i jej substratem, w wyniku czego powsiaje
kompleks adenozynoc-lucyferylo-monofosforanu. W drugim
etapie kompleks ten ulega utlenieniu z uwolnieniem zde-
karboksylowanej lucyferazy, wolnego enzymu, adenozyno-
-mono-fosforanu i fotonu, ktéry odpowiada przereagowanej
czasteczce ATP (13).

Tab. 1 Pozioma ATP (mNM/]l) i zawarto$¢ komoérek somatycz-
nych w mleku éwiartkowym przy réznym nasileniu procesu
zapalnego wymienia

l\i)iiliggée Komdrki | Wspblezyn-
ATP (mM/]) | somatyczne| nik kore-
zapalnego n oz ts (tys./cm?) lacji
wymienia [ P il r
(test TOK) | =
— 45 1,50 0,003 149 82 +0,803*
+ — 61 12,30 0,026 337 125 +0,777*
-+ 67 19,16 0,035 554 167 +0.802*
+ + 64 73,50 0,108 1128 374 +Q,5_21*.‘
+ + -+ 67 | 164,70 0,161 1902 586 +0,591*%

Objasnienie: * — istotnos¢ przy p= 0,001
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Poziom ATP i zawartosé komérek somatycznych w mleku
éwiartkowym przy réZnym nasileniu stanu zapalnego wy-
mienia podano w tab, 1. Stwierdzono, ze ATP w mileku
zdrewych ¢wiartek wynosi $rednio 1,50 mM/l. W zaleznosci
od natezenia procesu zapalnego poziom wzrastal srednio od
12,3 mM/1 (4 —) do 164,7 mM/I (++--). Z uzyskanych war-
tosei wynika, ze istnieje Scisty zwiazek (p < 0,001) pomie-
dzy nateieniem procesu zapalnego a poziomem ATP 1 za-
wartoseia komorek somatycznych w mleku. W ocenianym
materiale wspdlezynnik korelacji bgdacy miarg rozrzutu
wokdl prostej regresji wynosil aod 0,521 do 0,803 i byt za-
lezny od nasilenia procesu chorobowego (tab. 1 i 2). Wraz
z natezeniem reakcji TOK wspolczynnik korelacji (1) maleje.
Zmniejszenie wspolezynnika korelacji oznacza zwiekszenie
rozrzutu pojedynczych wynikow, czyli wielkosel odchylen
od prostej. W badanym mleku wspblezynnik korelacji przy
reakcjach dodatnich i silnie dodatnich (=+ i +++) byl
znacznie mniejszy niz przy reakcjach slabo zaznaczonych
i wjemnych (+,+—,—). Z tab. 2 wynika, ze przy réinym
nasileniu procesu zapalnego obserwuje sie brak zachodze-
nia skrajnych wartosci poziomu ATP, np. rriaksymalny poO-
ziom ATP przy reakcjl dodatniej (++) wynosil 94,5 mM/1,
226 minimalny przy odczynie silnie dodatnim (+ +-+)
138,0 mM/l. Natomiast przy réznych reakcjach TOK liczba
kombérek somatycznych moze byé taka sama. RoézZnice po-
ziomu ATP w zalezno$ci od natezenia procesu zapalnego
w gruczole mlekowym przy tej same]j liczbie komérek soma-
tyeznych Swiadeza o celowosci przeprowadzonej analizy po-
miedzy poziomem ATP i zawartoscig komorek somatycz-
nych w mleku. Liczba komérek somatyeznych w wydzieli-
nie gruczolu mlekowego uzaleiniona jest m.in. od porcjii

zdojonego mleka, pory doju, fazy i kolejnosci laktacji, wie-
ktu, réznic osobniczych i temperatury otoczenia (2, 3, 6, 7, 12).
Natomiast poziom ATP w mleku jest $cisle okreslony stop-
niem podraznienia tkanki gruczolowej wymienia. Uzyskane
wyniki potwierdzaja wartosci cylowane przez Emanuelsona
(3), Kostyrow (3) i Olssona (10). Zatem =zastosowany test
okazuje swoja przydatnos¢ i jest czutym wskaznikiem oceny
stopnia podraznienia tkanki gruczolowej wymienia.

Wnioski

1. Zapalenie gruczotu mlekowego powoduje wielokrotny
wzrost poziomu ATP w mleku (164,7 mM/1).

9. Poziom ATP w mleku jest czulym testem diagnostycz-
nym w stanach subklinicznych gruczolu mlekowego.
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Summary
Teoxicity of Gonadoliberine for embryos of rats

Gonadoliberine in clinical practice is administered to
stimulate reproduction, The authors examined the influence
of the drug on the foetus because of its possibility to be
applied to pregnant animals. It was found that Gonadoli-
berine given during pregnancy had a negative effect on
its course and neonates might show a physical immaturity.
The intensity of immaturity was a reverse proportional to
the amount of the drug. However, no congenital defects
were observed in the foetuses.

Od dluzszego juz czasu gonadoliberyna jest lekiem wy-
korzystywanym w leczeniu bezplodnosci (1, 2, 5, 8) oraz
érodkiem farmakologicznym stosowanym dla zwiekszenia
plodnosci zwierzat hodowlanych o pozgdanych cechach ge-
netycznych (4). Stosowane 53 saréwno wyciggi z pod-
wzgorza, jak i preparaty syntetyczne (1, 3, 6). Podczas ste-
rowania farmakologicznego procesami rozrodu istnieje teore-
tyezna mozliwos¢ podania leku stuzgcego pobudzeniu ptod-
notci w trakcie istniejgcej juz ciagzy. Ewentualne skutki
winny byé¢ znane prowadzacym farmakologiczng stymulacje

*) Badania finansowano z programu CPBP 05.06.1.5.2.

rozrodu. Celem pracy bylo prze$ledzenie skutkow, jakie
wywiera podanie gonadoliberyny syntetycznej (6) na plody
szezuréw. W dostepnej literaturze nie znaleziono podobnej
tematycznie pozycii.

Material i metody

Material badawezy stanowily cigzarne samice Szeczurow
szezepu Wistar w wieku 3 do 5 miesigcy i masie wyisciowej
250 do 300 g, ktéorym w 4, 10 i 14 dniu cigiy podano do-
oirzewnowo rozpuszczong w soli fizjologiczne]j gonadolibery-
ne otrzymang jak opisano wszesnie]j (6).

Specyfik dawkowano nastgpujgco!

— 12 samicam po 2,5 ug/kg masy ciala

12 samicom po 5,0 ug/kg masy ciala

— 12 samicom po 10,0 ug/kg masy ciaia

Dawkowanie ustalono przyimujac dawki terapeutyczne

5.0 ug/kg, co powodowalo podanie zwierzgtom po pot (1 gru-

pa doswiadczalna), jednej (2 grupa doéwiadczalna) i dwie

dawki terapeutyczne (3 grupa doswiadezalna).

Grupy kontrolne stanowilo:

__ 12 samic, ktérym rownoczesnie z grupami doswiadczal-
nymi podano dootrzewnowo roztwér soli fizjologicznej
(1 grupa kontrolna)

— 12 samic, ktorym przebiegu cigzy nie zaklécono (2 grupa
kontrolna)

Zwierzeta kontrolne i doswiadczalne zabijano w 21 dniu
trwania ciazy i oznaczano liczbg plodow i $ladéw resorpcii



