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Summary

The levels of luminol enhanced chemilumineseence in samples of udder secretion and blood taken from
healthy cows as well a h subclinical mas
programme LKB Pha ed to conduct the
luminescence was directly relatćd with the somatic cel
capacity of single cells fór to creating reactive orygen metabolites in milk frorn healthY 1coWq and in blooil'
taien rio- coń with the subclinical Torm of mastiiis was the highest. The] coeffrcient (mV/lff 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

d
n)
i-
szone zapotrzebowanie na tlen. Zlżycte tlenu
rwiększa się wielokrotnie i proporcjonalnie do ilo-
ści pochłoniętych cząstek. Proces ten nosi nazyvę

,,respiratory burst" i prowadzi do generacji reak-
§wnych metabolitów tlenu (RMT) takich jak anio-
norodnik ponadtlenowy, nadtlenek wodoru, rodnik
hydroksylowy i tlen syngletowy (ż,5,]). Wymienio-
ne formy tlenu, a także tlenki azottl§votząwraz z
białkami kationowymi (defensyny) i enzymami hy-
drolitycznymi, wysoce toksyczne środowisko we-
wnątrz fagolizosomu. W przypadku wydostania się
zawartości fagolizosomu poza obręb komórki fa-
gocytującej , a także wskutek nadmiernego wytwa-
rzanIaRMT dochodzi do uszkodzenia tkanek i na-
rządów (1, 16). Reaktywne metabolity tlenu nazry-

Przejściu form wzbudzonych do stanu podstawowe-
go towarzyszy emisja kwantu promieniowania elek-
iromagnety cznego. W celu wzmocnienia naturalnej

rodników tlenowych, jest luminol (3).
Poziom chemiluminescencji wskazuje na zdolnośó

komórek do efektywnej fagocytozy (3, 5, 71,,32).

nia.

Matetial i metody

Materiałem do badań były próbki mleka pobierane
od krów zdrowych, próbki wydzieliny z gruczolów obję-
tych p o dklinicznym st an em zap alnym i próbki wydzieli-
ny zmienionej makroskopowo, pobrane z ćwiartek wy-
mienia wykazujących mastitis z objawami klinicznymi,
Od tych samych krów zdrowych i chorych na zapalenie
wymienia pobrano też próbki krwi. Materiał schładza-
no do temp. około +4'C i transportowano do laborato-
rium, po czym wstawiano do termostatu o temp. 37"C
na okres 20 minut.*) Praca w},konana w ramach grantu KBN 5PO6K0210E.



Tab, 1. Poziom chemi|uminescencji w próbkach mleka i wydzietiny zapalnej gruczołu mlekowego (x + s)

38108 + 225o6
p<0,01

4121 + 3909
p < 0,001

45+69
p<0,001

5789 + 6370
p < 0,002

60+10
p < 0,01

3228 + 3082
p < 0,01

1307 + 1101
p < 0,002

162 ż 192
p < 0,001

3827 = 3417
p < 0,01

398 + 468
p<0,01

21 1 -+ 136

666 + 26

871 + 603

763 + 227

946 + 617

Liczba komórek somatycznych x 103/ml
mleka

Ghemiluminescencia spontaniczna
mV/0,5 ml mleka

Wskaźnik GLM spontanicznej

Chemiluminescencja indukowana
mV/O,5ml mleka

Wskaźnik GLM indukowanei

Objaśnienie: wskaźnik CLM - mV/105 komórek somatycznych; istotność rlżnicw stosunku do materiału od krów zdrowych.

Próbki mleka (wydzieliny zapalnęj) wysiewano na
podloza bakteriologiczne. Za pomocą automatu fosso-
matic określano w nich |iczbę komórek somatycznych.
Krew poddawano badaniu hematologicznemu.

Przygotowanie materiału do oceny chemiluminescen-
cji polegało na przeniesieniu do plastikowych probówek
0,5 ml mleka (wydzieliny zapalnej) lub 0,1 ml krwi, do
której dodawano 0,4 ml PBS. Do płynu wprowadzano
po 20 pl roztworu luminolu (IE Anglia) o roboczym stę-
zeniu 10+ M i całość inkubowano w temp. 37"C przez
10 minut. Probówki wstawiano do karuzeli Luminome-
trl I25I BIO-ORBIT (LKB Pharmacia), po czym na-
stępował odezyt zerowy (chemiluminescencj a sponta-
niczna) i w tym momencie dyspenser automatycznie
podawał po 50 pl zymosanu (Sigma) opsonizowanego
surowicą bydlęcą. Kolejne odczyty następowały co 5

minut (chemiluminescencja stymulowana) w okresie
pół godziny. Wyniki wyrazone w miliwoltach poddano
analizte statystycznej przy lżyciu testu t-Studenta dla
prób za|eżnych i niezależnych. Wyliczono szacunkowy
,,wskaźnik chemiluminescencj i "
dla 100 000 komórek fagocytują-
cych krwi lub wydzieliny gruczo-
łu mlekowego.

Wyniki iomówienie
Poziom chemiluminescencj i

(CLM) w próbkach wydzieliny
gruczołu mlekowego przedsta-
wiono w tab. 1. Z danych wyni-
ka, że generacja reaktywnych
form tlenu Wrażona w mili-
woltach miała zNv |ązek z liczb ą
komórek somatycznych. Naj-
niższy poziom chemilumine-
scencji spontanicznejjak tez in-
dukowanej zymosanem wyka-
zano w 0,5 ml mleka zdrowe-

go, a najwyŻszy w wydzielinie zapalnej zmienionej
makroskopowo. Dodaó naleĘ, że najwyższą war-
tość chemiluminescencji indukowanej (pik) noto-
wano najczęŚciejw 10lub 15 minucie pomiaru. Jed-
nak pojedyncze gran|llocyty i makrofagi znajdują-
ce się w zdrowym mleku cechowały się wyższą, w
p o r ówn an iu z vły dzieliną zap alną z d o ln o ś ci ą d o g e -

nerowania reakĘwnych form tlenu, co vyr aŻa sza-
cunkowy wskaźnik chemiluminescencji. Wskaźnik
ten wyliczony dla 100 Ęsięcy komórek wydzieliny
p o cho dz ąc ej z gnlczołów obj ęĘch zap aleniem p o d-
klinicznymbyłniższy,najniższyzaśwprzypadkuwy-
dzieliny zmienionej makroskopowo. Najwyższy
przyrost chemiluminescencji indukowanej zymosa-
nem zachodzlłw wydzielinie z grnczołów objętych
zapaleniem podklinicznym. Najsłabiej na zymosan
reagowały pojedyncze komórki znajdlĄące się w
zmienionej makroskopowo wydzielinie zapalnej
(ryc, 1).

1 000

mleko zdrowe mastitis subclinica mastitis clinica

Ryc. 1. Wartości wskaźnika chemiluminescencji (CLM) spontanicznej i indukowanej
wyliczonego dla 100 tys. komórek sornatycznych
Objaśnienie: 'N -różnice istotne statystycznie przyP < 0,05.

mV/100 tys.

E Cl_1vl spontaniczna
GLM indukowana



mV/100 tys.

CLM spontaniczna

GLM indukowana

zdrowe-kontrola podkliniczne kliniczne

Ryc. 2. Wartości wskaźnika chemiluminescencji (CLM) spontanicznej i indukowanej
wyliczonego dla 100 tys. granulocytów we krwi
Objaśnienie: * - róznice istotne statystycznie przy P < 0,001.

w tab. 2lmieszczono dane odnośnie chemilu-
minescencji w pełnej krwi od krów zdrowych i cho-
rych na zapalenie wymienia. Krowy chore z obja-
wami klinicznymi cechowały się staĘsĘcznie v,ryż-
szą liczb ą granulocytów, ale chemiluminescencj a
spontaniczna u tych krów była niższa niż u zdro-
!\ych. Najwyzszy poziom chemiluminescencji stymu-
lowanej zymosanem stwierdzono w 0,1 ml krwi krów
chorych z objawami klinicznymi. Jednak wskaźnik
chemiluminescencji indukowanej u tych krów był
taki sam jak u zwierząt zdrowych. Najbardziej po-
datne na stymulację zymosanem były granulocyĘ
krwi krów wyk azlj ący ch m a s ti t i s s ub c] i n i c a (ry c. 2) .

Przeprowadzone
badaniawykazały,że
pula reaktywnych
form tlenu marwią-
zekzliczbągranulo-
cytów krwi, jak tez
Iiczbą komórek w
mleku oraz pocho-
dzeniem badanego
materiału. Rózne pły-
ny ustrojowe mogą
wykarywaćinnązdol-
ność dowytvtarzania
toksycznych rodni-
ków tlenowych (33).
skład komórek so-
maĘcznych zmienia
się w czasie zapale-
nia, kiedy wzrasta
Iiczbaneutrofili (11,
29,31). Jednak zdol-

ność pojedynczych komórek do fagocytozy i we-
wnątrzkomórkowego niszczenia drobnoustrojów na
drodze zależnej od tlenu jest najwyzszaw zdrowym
gruczole mlekowym. Podobne spostrzeze nia p oczy -
nił teżZecconi i wsp. (35). Podatność na infekcje i
mastitis łączona jest z niskim poziomem chemilu-
minescencji (4, 34). Dodać naleĄ,, ze granulocyty
krwi krów starszych są mniej aktywne w generowa-
niu reaktpvnych form tlenu w porównaniu z pier-
wiastkami, które są bardziej oporne na choroby w
okresie poporodowym (10). Komórki fagocytujące
krwi krów oceniane w ostrej fazie zapalenia wymie-
niawykazują słabszą zdolność do wytwarzania RMT

Tab.2. Poziom chemiluminescencji w pełnej krrryi od krów zdrowych i chorych na zapalenie wymienia (x + s)

Objaśnienie: wskaźnik CLM - mV/105 granulocytów; istotność różnic w stosunku do materiału od krów zdrowych.



(4) oraz migracji (13). Poziom chemiluminescencji
vłytw arzanej przez granuloryĘ krwi spada po iniekcji
deksameta zonl (Z4),Akłwność metaboliczna granu-
locltów mierzona zdolnością do redukcji NBT ule-
ga osłabieniu w przypadkach podklinicznej ketozy
(14), jak teżw początkowym okresie rorwojl coli-
m astiti s (23 ). Metabolizm tlenowy pobudza między
innymi INF gamma (29) i prolak§na (ż5). Chemi-
luminesce ncję in vitro hamlją np. wysokie stęzenia
Mastisanu (15), ASA (18), pobudza zaś LPS (28),
Mastisan w niskim stęzeniu (15), cytokiny (24,30) i
dimer Iizozymu 09). Z aktywnością metaboliczną
komórek fagocytuj ących zn aj duj ących się w wydzie -

linie zapalnej ma rwiązekzarówno skuteczność te-
rapii antybiotykowej (9) jak tez efektpvność Ly-
dium-KLP (17), W warunkach mikroaerofilnych
upośledzone jest przede wszystkim wewnątrzko-
mórkowe zabijanie drobnoustrojów (lI, ż6, 3ż).
Skuteczność systemu obronnego wymienia zalezy
od szybkości i wielkości odpowiedzi migracylnej
granulocytów i ich zdolności do niszczenia bakterii
w ognisku infekcji (31). Nadmierna, nieadelavatna
do bodźca, ostra lub przewlekła odpowiedź zapal-
na, możebyć przyczyną uszkodzeń tkanki gruczo-
łowej i utraty mleczności, a nawet rozległej mar-
twicy lub śmierci nvierzęcia (4,16).

Uzyskane wyniki wydają się tłumaczyó trudności
z pobudzeniem do fagocytozy komórek znajdują-
cych się w wydzielinie zapalnej gruczołu objętego
mastitis. Lepszą zdolnością do generowania reak-
tywnych form tlenu cechują się granulocyty obecne
w krwiobiegu. Napływ do chorego wymienia świe-
zych grantllocytów może mieó korzystny wpływ na
wyniki terapii. ProsĘm zabiegiem, który do tego
celu prowadzi jest częste zdajanie i masaz. IJsuwa-
nie wraz zv,ydziellną zapalną granulocytlw zury-
tych metabolicznie prowadzi do diapedezy świezych,
aktylvnych. W związku z tym pewien korzystny
wpływ mogą mieć preparaty (leki) dowymieniowe,
które wykarują działanie lekko drażniące. Spraw-
ny układ obronny zwiększa bowiem efekĘ,łvność
nawet niskich dawek antybiotyków, a z kolei dawki
wysokie mogą okazać się nieskuteczne w przypad-
kach osłabionej fagocytory (6, 9, 26).

W podsumowaniu mozna stwierdzió, iż poziom
indukowanej chemiluminescencji w próbkach peł-
nej krwi i wydzieliny gruczołu mlekowego krów
zdrowych i z zapaleniem wymienia, ma zlł,iązek z
liczbą komórek fagoqtujących obecnych w Ęch pły-
nach. Fagocy§ zdrowego mleka wykazljąjednak
wyższą akĘwnośó w wytwarzaniu reakĘwnych me-
tabolitów tlenu w porównaniu z komórkami wydzie-
liny zapalnej. Stan zdrowia gruczołu mlekowego nie
wywierał natomiast istotnego wpływu na wytw arua-

nie RMT pod wpłyvem zymosanu przez fagocyty
krwi. Pomiar chemiluminescencji pozwala ocenić
zdolnośó komórek do efektywnej fagocytozy.
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