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Summary

The purpose of the study was estimating the viability and susceptibility effect of leukocytes isolated from
cattle before and after the transportation in vitro on M. haemolytica leukotoxin (Lkt) cytotoxicity. 40 Simentaler
heifers that were transported by truck a distance of 1700 km for 72 hours were used in the experiment.
The material for the study was the blood (40 samples) collected on heparin directly before and after transpor-
tation. In relation to leukocytes the examination of susceptibility on cytotoxic effect of Lkt has been carried
out with the use of MTT (microtitration assay) and the viability of leukocytes after 1, 2, 3 and 6 hour of
incubation. The results obtained in the cell viability test did not show statistically significant differences (P=0.05)
in 1* and 2" hour of incubation in leukocytes obtained from heifers before and after transportation. After the
1° hour of incubation the percentage of leukocyte viability was on a very high level and showed 87% in both
groups of animals. The significantly lower cell viability values in comparison to leukocytes isolated from
animals before the transportation was observed in the transported heifers from 3 to 6™ hour of incubation.
The analysis of the results obtained by MTT test indicated statistically significant differences in the suscepti-
bility of leukocytes for cytotoxic activity of Lkt. The average values of toxic activity of Lkt in relation to
leukocytes isolated before and after transportation was 79% and 92% respectively. The lytic activity of Lkt
for 50% of the cell population referred as 1 unit (1U) was observed in Lkt concentration 15 mg/ml (leukocytes
before transportation) and 7.5 mg/ml (after the transportation). The increase of susceptibility of leukocytes
isolated after transportation on the cytotoxic effect of leukotoxin suggest the significant influence of trans-

porting stress on the increase of respiratory diseases caused by M. haemolytica strains.
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Stres jest jednym z podstawowych, egzogennych
czynnikow usposabiajacych do zachorowan i padnigé
bydta, szczegblnie zas§ zwierzat przewozonych w nie-
odpowiednich warunkach (9, 13, 15). Typowym wy-
znacznikiem reakcji organizmu na czynniki stresowe
jest zwigkszona produkcja sterydowych hormonéw nad-
nerczowych, gldwnie kortyzolu, jako efekt pobudzenia
uktadoéw wspodtczulnego 1 przywspodiczulnego oraz osi
podwzgdrze—przysadka—nadnercza (15, 19, 30). Od-
dziatywanie glikokortykoidow na komoérkowe mecha-
nizmy obronne organizmu, polega na ostabieniu zdol-
nos$ci migracyjnych komorek, supresji wydzielania cy-
tokin przez limfocyty T, a takze hamowaniu wzrostu
1 roznicowania limfocytow B. Sterydy nadnerczowe po-
woduja migdzy innymi obnizenie ogolnej liczby leuko-
cytow i makrofagow, ktore w skrajnych przypadkach
przyjmuja warto$ci okoto 20-krotnie nizsze od fizjolo-

gicznych. U makrofagéw obwodowych obserwuje si¢
ostabienie migracji, a limfocyty wykazuja obnizenie
zdolnosci blastogenezy (1, 4, 16, 20, 22, 23).

W etiopatogenezie chordb uktadu oddechowego byd-
ta dominujacarolg przyplsuje si¢ czynnikom zakaznym.
Drobnoustrojem najczgsciej izolowanym z klinicznych
przypadkoéw choréb ptuc bydta jest M. haemolytica.
Wytwarzana przez ten drobnoustrdj leukotoksyna (Lkt)
ma silne, wybidrcze powinowactwo do leukocytow oraz
makrofagdéw ptucnych bydta (3, 23). Powinowactwo to
jest uwarunkowane, migdzy innymi, obecnoscia specy-
ficznych receptorow f_-integrynowych, zlokalizowa-
nych w $cianach tych komorek (2, 5, 7, 8, 17).

Mechanizm dziatania Lkt polega na cytolizie komo-
rek, poprzez tworzenie mikropor w blonie makrofagow
1leukocytéw. Wnikajaca do cytoplazmy toksyna zakloca
gradient Na'—K*, co prowadzi w efekcie do $mierci ko-
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morki na drodze koloidalno-osmotycz-
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Tab. 1. Zywotnos¢ leukocytow (%) izolowanych od bydla przed i po transporcie

nej, okreslanej takze jako apoptoza (X*SD)

badz nekroza (6, 14, 25). Ekspozycja . . Czas inkubacji w godzinach

leukocytow bydlqcych na dziatanie Lkt Zywotnos¢ Bezposrednio

indukuje réwniez morfologiczne zmia- leukocytow % 20 izolacj 1 2 3 4 6

ny wewnatrzkomork zwiazan

z}ll)rocesar?li apgpt(?zy ggi ma baézpo? Przed transportem 961,00 |87x1,20 81200 7820 | 65:3,6 | 465,60
$redni Wp}yw na indukch fragmenta- Po transporcie 94 + 2,08 87 +£2,08 | 78 £2,08 | 65* + 3,6 | 57* 2,6 | 37" + 1,06

cji DNA komorki. Wedtug Sun i Clin-
kenbeard (25) zdolno$¢ Lkt do induk-
cji apoptozy moze stanowi¢ wazny
czynnik w zapoczatkowaniu i rozwoju syndromu od-
dechowego bydta, powstajacego po transporcie zwie-
rzat.

Celem badan byta ocena zywotno$ci oraz stopnia
wrazliwosci leukocytow w hodowli in vitro, izolowa-
nych od bydta przed i po transporcie, na cytotoksyczne
oddzialywanie leukotoksyny M. haemolytica serotyp 1.

Materiat i metody

W eksperymencie wykorzystano jatowice rasy simmental,
o masie 360-450 kg transportowane z Austrii do Polski na
odlegtos¢ ok. 1700 km przez 72 godziny. Jednorazowo prze-
wozono 40 sztuk bydta, w dwoch dwupoziomowych cigza-
réwkach. Podczas transportu zwierzgta byty dokarmiane,
a takze posiadaty bezposredni, nieograniczony dostep do
wody. Powierzchnia przeznaczona na jedno zwierz¢ wynosi-
ta 1,462 m?, zgodnie z wymogami stosownych aktow praw-
nych (31, 32). Po zakonczonym transporcie zwierzgta byly
w dobrej kondycji. Temperatura wewngtrzna, t¢tno i oddechy
pozostawaty w granicach normy fizjologicznej dla tego ga-
tunku zwierzat.

Materiat do badan stanowito 40 probek krwi pobranej na
heparyng z zyly szyjnej zewngtrznej bezposrednio przed oraz
po transporcie. Uzyskana od zwierzat przed transportem krew
byla poddawana analizie leukocytow w ciagu 5 godzin po
pobraniu. Podobne warunki zastosowano dla leukocytéw
z probek uzyskanych od bydta po transporcie. Izolacjg leuko-
cytoéw przeprowadzono wg Clinkenbeard i Upton (5). W celu
hemolizy erytrocytow, do probek zawierajacych po 10 ml pet-
nej krwi, dodawano po 20 ml wody redestylowanej. Reakcje
hamowano przy uzyciu 20 ml dwukrotnie stgzonego koncen-
tratu Hanksa. Zawiesing komdrek po odwirowaniu (1800 ob-
rotow/10 min.) w 4°C, przeplukiwano dwukrotnie ptynem
Eagle’a z 10% dodatkiem ptodowej surowicy bydlecej (FBS),
streptomycyny (50 pg/ml) i penicyliny G (1000 j.m./ml).

Wyizolowane leukocyty, zawieszano nastgpnie w podiozu
RPMI 1640 (Sigma) z 10% dodatkiem FBS, streptomycyny
(50 pg/ml) oraz penicyliny G (1000 j.m./ml). Zawiesing ko-
morek o gestosci 2,5 x 10%ml wykorzystano do testu MTT
wg Vega i wsp. (26). Do poszczegdlnych dotkow mikroptytki
(NUNC) nanoszono po 100 pl zawiesiny leukocytow, ktore
inkubowano w temp. 37°C przez 1 godzing. Dotki wypetnia-
no nastgpnie 100 pl Lkt zawieszonej w podtozu RPMI 1640.
Po inkubacji (45 min. w temp. 37°C) do wszystkich dotkow
dodawano po 20 pl barwnika MTT o koncentracji 5 mg/ml
1 inkubowano 4 godz. w temp. 37°C. Do dotkéw wprowadza-
no nastgpnie po 100 pl 0,04 M HCI1 w izopropanolu. Podtoze
RPMI 1640 oraz barwnik MTT stanowily probg zerowa
testu, a zawiesina komoérek oraz barwnik MTT probe nega-
tywna. Wyniki analizowano przy uzyciu czytnika (Labsystem
Multiskan Plus) przy dtugosciach fal 550 i 630 nm.

Objasnienia: *roznice statystycznie istotne (p < 0,05) w poréwnaniu do leukocytow
izolowanych przed transportem

Leukotoksyne uzyskiwano z supernatantu 4,5 godz. hodow-
li referencyjnego szczepu M. haemolytica ser. 1 na podiozu
RPMI 1640 wg metody Yoo i wsp. (29).

Oceng stopnia przezywalnosci leukocytow wykonano wg
Baluyut i wsp. (3) po 1, 2, 3, 4 i 6 godz. inkubacji w temp.
37°C w podtozu RPMI 1640 z 10% dodatkiem FBS, strepto-
mycyny oraz penicyliny G. Analizg statystyczna wynikow
przeprowadzono testem t-Studenta przy uzyciu programu Sta-
tistica 6.0.

Wyniki i oméwienie

Analiza odsetka zywotnos$ci leukocytéw wyizolowa-
nych od bydta bezposrednio po transporcie w porow-
naniu do warto$ci uzyskanych przed transportem nie
wykazata roznic istotnych statystycznie (p = 0,05) po
pierwszej i drugiej godzinie inkubacji. Po pierwszej
godzinie inkubacji zywotno$¢ ksztattowata sig na bar-
dzo wysokim poziomie wynoszacym okoto 87% leu-
kocytow (tab. 1). Istotnie nizszy odsetek zywych leu-
kocytow stwierdzono w oznaczeniach wykonanych od
3. do 6. godziny inkubacji. Przezywalnos¢ tych komo-
rek byla istotnie wyzsza (p < 0,05) dla leukocytow izo-
lowanych przed transportem (ryc. 1).

Analiza podatnosci komorek na cytotoksyczne od-
dziatywanie Lkt mierzona w tescie MTT wykazala istot-
ne roznice (p < 0,01) w wartosciach uzyskanych przed
1 po transporcie zwierzat. Sredni odsetek leukocytow
wrazliwych Lkt wynosit 79% =+ 2,8 dla komorek izolo-
wanych przed transportem oraz 92% =+ 3,7 dla leukocy-
tow uzyskanych po jego zakonczeniu. Aktywnos¢ li-
tyczna w stosunku do 50% populacji leukocytéw okres-
lana jako 1 jednostke cytotoksycznosci— 1 U (26), usta-
lono przy koncentracji Lkt 15 pg/ml oraz 7,5 pg/ml,
w stosunku do leukocytow uzyskanych odpow1edn10
przed oraz po transporcie zwierzat.
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Ryec. 1. Sredni odsetek zywotnosci leukocytow izolowanych
od bydla przed i po transporcie
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Stwierdzone w badaniach wiasnych roéznice w zy-
wotnosci leukocytéw uzyskanych od bydia po oraz
przed transportem, jak réwniez réznice w podatnosci
tych komorek na cytotoksyczne dzialanie Lkt sugeruja
indukowanie przez czynniki stresowe zwigzane z trans-
portem zmian w podstawowych funkcjach komorek.
Stanowi to potwierdzenie wynikéw badan innych au-
torow (4, 10).

Mozna przyjaé, ze zwigkszona wrazliwo$¢ leukocy-
tow izolowanych bezposrednio po transporcie na cyto-
toksyczne oddziatywanie Lkt jest skutkiem wzrostu
przepuszczalnosci blony komoérkowej, spowodowane;j
zmiang aktywnosci kanatow jonowych komorki i tym
samym, zaktéceniem gospodarki jonowej leukocytow.
Mechanizm oddzialywania glikokortykoidéw na btony
leukocytow polega gldwnie na aktywacji transportu jo-
noéw Ca" — zaleznych od K* do wngtrza komorki, co
moze zachodzi¢ na drodze transportu przez kanaty bto-
nowe lub na drodze pinocytozy. W efekcie obserwuje
si¢ wzrost mobilizacji jonéw Ca" w przestrzeni we-
wnatrzkomorkowej (4, 10). Zwigkszona reaktywnosé
leukocytow na oddziatywanie Lkt moze takze by¢ wy-
nikiem wzrostu ekspresji receptorow B, -integrynowych,
ktore wg Gahmberg 1 wsp. (11) ZW1Q12<sza_]q podatnos¢
leukocytow na efekt cytotoksyczny Lkt. Wg Ambagala
i wsp. (2), fragmenty CD11 /DCI18 oraz CD11,/CD18
tancucha 3 -integrynowego 0dpow1ed21alne saza zw1qk—
szona adhez_]q Lkt do btony komorkowej, co prowadzi
do powstawania efektu cytopatycznego leukocytow.

W wielu badaniach (17, 21, 27, 28) wykazano, Ze
podczas transportu oraz bezposrednio po jego zakon-
czeniu nastgpuje znaczny wzrost kortyzolu w surowicy
zwierzat. W badaniach prowadzonych in vivo przez
Roth i wsp. (22), oceniajacych wpltyw kortyzolu na funk-
cje leukocytow wielojadrzastych oraz blastogenezg lim-
focytow, wykazano znaczne obnizenie zdolnosci adhe-
rencyjnych neutrofiléw do $rédbtonka naczyn. Nie za-
obserwowano natomiast istotnego wplywu podanego
kortyzolu na metabolizm leukocytow i makrofagow ob-
wodowych poddanych dzialaniu intensywnego stresu.
Leite 1 wsp. (18) wykazali, ze podczas infekcji bydta
herpeswirusem (BHV-1), w warunkach in vitro obser-
wuje si¢ zarowno zwigkszona podatnos¢ leukocytow
na cytotoksyczny efekt Lkt M. haemolytica, jak réw-
niez wzrost ekspresji blonowych receptoréw f,-inte-
grynowych.

Podsumowujac nalezy zaznaczy¢, ze zwigkszona
wrazliwos¢ leukocytow, izolowanych od bydta po trans-
porcie na efekt cytotoksyczny Lkt, moze w istotny spo-
sob wplywac na wzrost zachorowalnos$ci na syndrom
oddechowy z udzialem szczepdw M. haemolytica.
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