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Metaholic activity of milk and blood phagocytic cells in samples from healthy and mastitic cows

Summary

The levels of luminol enhanced chemiluminescence in samples of udder secretion and blood taken from
healthy cows as well as from cows with subclinical mastitis were examined. Luminometer 1251 and computer
programme LKB Pharmacia were used to conduct the study. The spontaneous and zymosan inducted chemi-
luminescence was directly related with the somatic cell count in milk or PMNs count in blood. However, the
capacity of single cells for to creating reactive oxygen metabolites in milk from healthy cows and in blood
taken from cows with the subclinical form of mastitis was the highest. The coefficient (mV/10° milk somatic
cells or blood granulocytes) of both spontaneous and zymosan inducted chemiluminescence was the lowest in

secretions taken from clinically inflamed udders.

Fagocytoza jest podstawowym mechanizmem
przeciwbakteryjnym gruczolu mlekowego krowy. W
mleku pochodzgcym ze zdrowego gruczolu przewa-
zaja makrofagi, a w wydzielinie zapalnej dominujg
granulocyty obojetnochionne (22, 26, 35). We-
wnatrzkomoérkowe niszczenie (zabijanie) pochlo-
nictych czastek odbywa si¢ na drodze niezalezne]
(8, 20) oraz zaleznej od tlenu (5, 11, 27). Juz w fazie
chemotaksji i adherencji zachodzi aktywacja oksy-
dazy zaleznej od zredukowanego fosforanu dwu-
nukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NADPH)
i wzmozona glikoliza, czemu towarzyszy podwyz-
szone zapotrzebowanie na tlen. Zuzycie tlenu
zwicksza si¢ wielokrotnie i proporcjonalnie do ilo-
$ci pochionigtych czastek. Proces ten nosi nazwe
Lrespiratory burst” i prowadzi do generacji reak-
tywnych metabolitow tlenu (RMT) takich jak anio-
norodnik ponadtlenowy, nadtlenek wodoru, rodnik
hydroksylowy i tlen syngletowy (2, 5, 7). Wymienio-
ne formy tlenu, a takze tlenki azotu tworzg wraz z
bialkami kationowymi (defensyny) i enzymami hy-
drolitycznymi, wysoce toksyczne Srodowisko we-
wnatrz fagolizosomu. W przypadku wydostania si¢
zawartoSci fagolizosomu poza obreb komorki fa-
gocytujacej, a takze wskutek nadmiernego wytwa-
rzania RMT dochodzi do uszkodzenia tkanek 1 na-
rzadow (1, 16). Reaktywne metabolity tlenu nazy-
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wane tez wolnymi rodnikami, odpowiedzialne sg za
wiele chorob ludzi (1, 12, 27) i zwierzat (16, 21).

Jedng z metod okreslania poziomu reaktywnych
form tlenu sa pomiary chemiluminescencji (3, 11).
PrzejSciu form wzbudzonych do stanu podstawowe-
go towarzyszy emisja kwantu promieniowania clek-
tromagnetycznego. W celu wzmocnienia naturalnej
chemiluminescencji, ktéra towarzyszy procesom
zyciowym, do badanego ukladu dodaje si¢ zwigzki
o duzej wydajnosci swiatla. Zwigzkiem, ktory po-
zwala oceni¢ jednoczesne wystepowanie roznych
rodnikow tlenowych, jest luminol (3).

Poziom chemiluminescencji wskazuje na zdoInos¢
komorek do efektywnej fagocytozy (3, 5, 11, 32).
Celem badan byla ocena chemiluminescencji spon-
tanicznej i stymulowanej zymosanem w probkach
mleka, wydzieliny gruczolu mlekowego oraz krwi
od kréw zdrowych i chorych na zapalenie wymie-
nia.

Materiat i metody

Materialem do badan byly probki mleka pobierane
od krow zdrowych, probki wydzieliny z gruczolow obje-
tych podklinicznym stanem zapalnym i probki wydzieli-
ny zmienionej makroskopowo, pobrane z ¢wiartek wy-
mienia wykazujacych mastitis z objawami klinicznymi.
Od tych samych krow zdrowych i chorych na zapalenie
wymienia pobrano tez probki krwi. Materiat schtadza-
no do temp. okolo +4°C i transportowano do laborato-
rium, po czym wstawiano do termostatu o temp. 37°C
na okres 20 minut.
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Tab. 1. Poziom chemiluminescencji w probkach mleka i wydzieliny zapalnej gruczotu mlekowego (xts)

Liczba komorek somatycznych x 10%/ml

Filsis 211 = 136
Chemiluminescencja spontaniczna

mV/0,5 ml mleka Pabi%: 25

Wskaznik CLM spontanicznej 871 = 603
Chemiluminescencja indukowana

mV/0,5ml mieka b
Wskaznik CLM indukowanej 946 = 617

charaltlarysivka wvdziellny

9, =,
g R
3228 + 3082 38108 + 22506
p<0,01 p<0,01
1307 = 1101 4121 = 3909
p<0,002 p<0,001
162 = 192 45 + 69
p<0,001 p<0,001
3827 = 3417 5789 + 6370
p<0,01 p<0,002
398 + 468 60 = 10
p<0,01 p<0,01

Objasnienic: wskaznik CLM — mV/10° komérek somatycznych; istotnos¢ roznic w stosunku do materiatu od krow zdrowych.

Probki mleka (wydzieliny zapalnej) wysiewano na
podtoza bakteriologiczne. Za pomoca automatu fosso-
matic okre§lano w nich liczbe komérek somatycznych.
Krew poddawano badaniu hematologicznemu.

Przygotowanie materiatu do oceny chemiluminescen-
¢ji polegato na przeniesieniu do plastikowych probowek
0,5 ml mieka (wydzieliny zapalnej) lub 0,1 ml krwi, do
ktérej dodawano 0,4 ml PBS. Do piynu wprowadzano
po 20 pl roztworu luminolu (IE Anglia) o roboczym ste-
zeniu 10 M i caloé¢ inkubowano w temp. 37°C przez
10 minut. Probowki wstawiano do karuzeli Luminome-
tru 1251 BIO-ORBIT (LKB Pharmacia), po czym na-
stepowal odczyt zerowy (chemiluminescencja sponta-
niczna) i w tym momencie dyspenser automatycznie
podawal po 50 pl zymosanu (Sigma) opsonizowanego
surowica bydlgcg. Kolejne odczyty nastgpowaty co 5
minut (chemiluminescencja stymulowana) w okresie
pot godziny. Wyniki wyrazone w miliwoltach poddano
analizie statystycznej przy uzyciu testu t-Studenta dla
prob zaleznych i niezaleznych. Wyliczono szacunkowy
»wskaznik chemiluminescencji”
dla 100 000 komérek fagocytuja-
cych krwi lub wydzieliny gruczo-
tu mlekowego.

mV/1 00 tys.

Wyniki i oméwienie
Poziom chemiluminescencji
(CLLM) w probkach wydzieliny
gruczotu mlekowego przedsta-
wiono w tab. 1. Z danych wyni-
ka, ze generacja reaktywnych

go, a najwyzszy w wydzielinie zapalnej zmienione;j
makroskopowo. Doda¢ nalezy, ze najwyzsza war-
to$¢ chemiluminescencji indukowanej (pik) noto-
wano najczesciej w 10 lub 15 minucie pomiaru. Jed-
nak pojedyncze granulocyty i makrofagi znajduja-
ce s1@ w zdrowym mleku cechowaly si¢ wyzsza, w
poréwnaniu z wydzielina zapalna zdolnoScig do ge-
nerowania reaktywnych form tlenu, co wyraza sza-
cunkowy wskaznik chemiluminescencji. Wskaznik
ten wyliczony dla 100 tysiecy komorek wydzieliny
pochodzacej z gruczolow ob]qtych zapaleniem pod-
klinicznym byl nizszy, najnizszy za$ w przypadku wy-
dzieliny zmienionej makroskopowo. Najwyzszy
przyrost chemiluminescencji indukowanej zymosa-
nem zachodzil w wydzielinie z gruczotéw objetych
zapaleniem podklinicznym. Najstabi¢j na zymosan
reagowaly pojedyncze komorki znajdujgce si¢ w
zmienionej makroskopowo wydzielinie zapalnej
(ryc. 1).

[ _]CLM spontaniczna H

B CLM indukowana §_||[

form tlenu wyrazona w mili-
woltach miata zwiazek z liczbg
komorek somatycznych. Naj-
nizszy poziom chemilumine-
scencji spontaniczne;j jak tez in-
dukowanej zymosanem wyka-

zano w 0,5 ml mleka zdrowe- Objasnienie: *

mleko zdrowe

mastitis subclinica  maslitis clinica

Ryc. 1. Wartoéci wskaznika chemiluminescencji (CLM) spontanicznej i indukowanej
wyliczonego dla 100 tys. komorek somatycznych
— roznice istotne statystycznie przy P < 0,05.



mV/100 tys.
. granulocytow

Przeprowadzone
badania wykazaly, ze

pula reaktywnych

[_1CLM spontaniczna

form tlenu ma zwia-
zek z liczbg granulo-

B CLM indukowana

cytow krwi, jak tez
liczbg komorek w
mleku oraz pocho-
dzeniem badanego
materiatu. Rozne ply-

*

ny ustrojowe moga

N wykazywac inng zdol-

I} ~._ no$¢dowytwarzania

. toksycznych rodni-

zdrowe-kontrola podkliniczne kliniczne kow tlenowych (33).

Ryc. 2. Wartos$ci wskaznika chemiluminescencji (CLM) spontanicznej i indukowanej

wyliczonego dla 100 tys. granulocytow we krwi
Objasnienie: * — roznice istotne statystycznie przy P < 0,001.

W tab. 2 umieszczono dane odno$nie chemilu-
minescencji w petnej krwi od krow zdrowych i cho-
rych na zapalenie wymienia. Krowy chore z obja-
wami klinicznymi cechowaly si¢ statystycznie wyz-
szq liczba granulocytow, ale chemiluminescencja
spontaniczna u tych krow byla nizsza niz u zdro-
wych. Najwyzszy poziom chemiluminescencji stymu-
lowanej zymosanem stwierdzono w 0,1 ml krwi krow
chorych z objawami klinicznymi. Jednak wskaznik
chemiluminescencji indukowanej u tych krow byt
taki sam jak u zwierzat zdrowych. Najbardziej po-
datne na stymulacje zymosanem byly granulocyty
krwi krow wykazujacych mastitis subclinica (ryc. 2).

Sktad komorek so-
matycznych zmienia
sie w czasie zapale-
nia, kiedy wzrasta
liczba neutrofili (11,
29, 31). Jednak zdol-
nos$¢ pojedynczych komorek do fagocytozy 1 we-
wnatrzkomdrkowego niszczenia drobnoustrojow na
drodze zaleznej od tlenu jest najwyzsza w zdrowym
gruczole mlekowym. Podobne spostrzezenia poczy-
nif tez Zecconi i wsp. (35). Podatnos¢ na infekcje 1
mastitis taczona jest z niskim poziomem chemilu-
minescencji (4, 34). Dodac nalezy, ze granulocyty
krwi krow starszych sa mniej aktywne w generowa-
niu reaktywnych form tlenu w poréwnaniu z pier-
wiastkami, ktore sg bardziej oporne na choroby w
okresie poporodowym (10). Komorki fagocytujace
krwi krow oceniane w ostrej fazie zapalenia wymie-
nia wykazuja stabszg zdolno$¢ do wytwarzania RMT

Tab. 2. Poziom chemiluminescencji w peinej krwi od kréw zdrowych i chorych na zapalenie wymienia (xts)

Charakterystyka krow

Wskaznik zdrowe (kontrola) mastitis subclinica mastitis clinica
n=20 =18 n=20
R et e 2626 + 1539 3751 + 2577
Liczba granulocytow/ul krwi 2422 + 1291 p=0,629 'p<0,05
Chemiluminescencja spontaniczna 697 + 41 672 = 30 686 + 43
mV/0,1 ml krwi = p=0,032 p=0,370
Wskaznik CLM spontanicznej =41 p=0736 p=0,024
Chemiluminescencja indukowana 1157 = 344 1517 = 647
mV/0,1 ml kewi 990 = 257 p=0,003

Objasnienie: wskaznik CLM — mV/10° granulocytow; istotnos¢ roznic w stosunku do materiatu od kréw zdrowych.
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(4) oraz migracji (13). Poziom chemiluminescencji
wytwarzanej przez granulocyty krwi spada po iniekcji
deksametazonu (24). Aktywno$¢ metaboliczna granu-
locytow mierzona zdolnoscig do redukcji NBT ule-
ga ostabieniu w przypadkach podklinicznej ketozy
(14), jak tez w poczatkowym okresie rozwoju coli-
mastitis (23). Metabolizm tlenowy pobudza mi¢dzy
innymi INF gamma (29) i prolaktyna (25). Chemi-
luminescencje in vitrohamuja np. wysokie stezenia
Mastisanu (15), ASA (18), pobudza zas§ LPS (28),
Mastisan w niskim stezeniu (15), cytokiny (24, 30) i
dimer lizozymu (19). Z aktywnoS$cig metaboliczna
komorek fagocytujacych znajdujacych sie w wydzie-
linie zapalnej ma zwiazek zaro6wno skutecznosc te-
rapil antybiotykowej (9) jak tez efektywnos$¢ Ly-
dium-KLP (17). W warunkach mikroaerofilnych
uposledzone jest przede wszystkim wewnatrzko-
morkowe zabijanie drobnoustrojow (11, 26, 32).
Skutecznosé systemu obronnego wymlema zalezy
od szybkosci i wielko$ci odpowiedzi migracyjnej
granulocytow i ich zdolnosci do niszczenia bakterii
w ognisku infekcji (31). Nadmierna, nieadekwatna
do bodzca, ostra lub przewlekta odpowiedz zapal-
na, moze by¢ przyczyng uszkodzen tkanki gruczo-
towej 1 utraty mlecznoSci, a nawet rozlegtej mar-
twicy lub Smierci zwierzecia (4, 16).

Uzyskane wyniki wydaja si¢ ttumaczy¢ trudnosci
z pobudzeniem do fagocytozy komorek znajduja-
cych si¢ w wydzielinie zapalnej gruczolu objetego
mastitis. Lepsza zdolnoscia do generowania reak-
tywnych form tlenu cechuja si¢ granulocyty obecne
w krwiobiegu. Naplyw do chorego wymienia $wie-
zych granulocytow moze mie¢ korzystny wplyw na
wyniki terapii. Prostym zabiegiem, ktory do tego
celu prowadzi jest czgste zdajanie i masaz. Usuwa-
nie wraz z wydzieling zapalna granulocytéw zuzy-
tych metabolicznie prowadzi do diapedezy Swiezych,
aktywnych. W zwigzku z tym pewien korzystny
wplyw moga mie€ preparaty (leki) dowymieniowe,
ktore wykazuja dziatanie lekko draznigce. Spraw-
ny uklad obronny zwigksza bowiem efektywnos§¢
nawet niskich dawek antybiotykéw, a z kolei dawki
wysokie moga okazac si¢ nieskuteczne w przypad-
kach ostabionej fagocytozy (6, 9, 26).

W podsumowaniu mozna stwierdzi¢, iz poziom
indukowanej chemiluminescencji w probkach pel-
nej krwi i wydzieliny gruczotu mlekowego krow
zdrowych i z zapaleniem wymienia, ma zwigzek z
liczba komorek fagocytujacych obecnych w tych ply-
nach. Fagocyty zdrowego mleka wykazuja jednak
wyzsza aktywno$¢ w wytwarzaniu reaktywnych me-
tabolitow tlenu w porownaniu z komérkami wydzie-
liny zapalne;j. Stan zdrowia gruczotu mlekowego nie
wywieral natomiast istotnego wplywu na wytwarza-
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nie RMT pod wplywem zymosanu przez fagocyty
krwi. Pomiar chemiluminescencji pozwala oceni¢
zdolnos¢ komorek do efektywnej fagocytozy.
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