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Gruczol mlekowy krowy jest narzgdem wy-
bitnie eksploatowanym i dlatego tez czesto
dotkniety jest procesem zapalnym. Podczas za-
palenia wystepuja odchylenia od normalnego
poziomu roznych skladnikéw podstawowych
i $ladowych mleka, jak rowniez zmiany w ak-
tywnosci niektorych enzymow jak: katalazy,
reroksydazy, GGTP-azy, fosfatazy kwasnej i za-
sadowe]j oraz glikozydaz.

Do grupy glikozydaz nalezy miedzy innymi
lizozym (muramidaza) — N-acetylo-muramylo-
hvdrolaza mukopeptydowa — EC.3.2.1.17. Hy-
drolizuje on wigzanie 1,4-glikozydowe, miedzy
kwasem N-acetylomuraminowym a N-acetylo-
glukozaming (7, 14, 17) polisacharydowych
skladnikéw $cian wielu bakterii. Enzym ten od-
grywa wiec duza role w odpornodci naturalnej
ustroju, jako czynnik immunologicznie nieswo-
isty. Wystepuje on w réznych plynach ustrojo-
wych oraz lizosomach komorek zernych (zwlasz-
cza neutrofilow). Dane na temat wystepowania
i znaczenia lizozymu w mleku przy zapaleniach
gruczolu mlekowego u kréow sg wyjaglkowo sky-
pe i czesto sprzeczne (1, 2. 11, 15). Nie przepro-
wadzono rowniez badan dotyczacych wspolza-
leznosci miedzy lizozymem a fosfatazg kwasng
— jako markerem komorek zernych.

Fosfataza kwasna (FK) — EC. 3.1.3.2. — jest
bowiem enzymem hydrolitycznym, stanowig-
cym wyznacznik miedzy innymi lizosoméw ko-
morek zernych, a tym samym posrednio i lizo-
zymu. Bierze ona udzial w wewnatrzkomorko-
wym {rawieniu substancji wchlonietych przez
komoérke na dredze fago- i pinocytozy oraz
autofagii, zas w stanach uszkodzenia bton lizo-
somalnych wspéluczestniczy w samotrawieniu
1 $§mierci komorki.

Celem niniejszej pracy hylo prze§ledzenie
zachowania sie lizozymu w mleku lub wydzie-
linie gruczolu mlekowego krow w stanach za-
palnych tego narzadu, wywolanych réznymi
czynnikami (réwniez bakteryjnymi) oraz ozna-
czenie aktywnosci fosfatazy kwasnej, a tym sa-
mym iloéci komorek zernych, ktore sg zrodlem
lizozymu w zmienionej tkance gruczolowej.

Material i metody

Material do badan stanowily zmienione zapalnie pla-
ty gruczolu mlekowego siedmiu kréw. Kontrole stano-

wito pie¢ zwierzat zdrowych. Aktywno$é lizozymatycz-
na w mleku lub wydzielinie oznaczano metods dytuzji

plytkowej w zelu agarowym (6, 8, 19) w modyfikacji
wtasnej, polegajacej na =zabiciu szczepu Micrococcus
lysodeicticus roztworem 1:250 thiomersalu (nie zas pro-
mieniami UV). Oprocz okreslenia aktywnosei lizozyma-
tycznej wykonano uzupelniajgce badania makroskopo-
we, bakteriologiczne i cytologiczne na obecno$é ko-
morek jadrzaslych, przede wszystkim neutrofiléw.

Do badan histoenzymatycznych pobierano wycinki
gruczolu mlekowego bezposrednio po uboju zwierzat
i oznaczano aktywnos$é FK metoda precypitacji Gomo-
riego (5), inkubujgc skrawki przez 45 minut w tem-
peraturze 37°C. Kontirole reakcji enzymatycznej wy-
kazano na skrawkach narzgdu bez uzycia substratu
(tzw. kontrola dodatnia).

Jednoczes$nie do badan histopatologicznych pobierano
wyeinki gruczolu mlekowego i barwiono je rutynowo
hematoksylina i eozyna.

Wyniki

Wyniki badan bakteriologicznych, cytologicz-
nych, aktywnosci lizozymatycznej oraz badan
histoenzymatycznych gruczolu mlekowego krow
przedstawiono schematycznie w tab. 1. Nato-
miast korelacje miedzy aktywnoscia lizozyma-
tyczng a liczbg komorek mleka lub wydzieliny,
przedstawicono w postaci prostej na ryc. 4.

U zwierzat kontrolnych gruczol mlekowy w
obrazie makro- i mikroskopowym byl niezmie-
niony, posiewy bakteriologiczne jatowe, ilosc
komorek w mleku wynosila od 150 do 430 na
ml, a poziom lizozymu od 1,0 do 1,5 IU.

Fosfataza kwasna: w grupie kontrolnej enzym
ten lokalizowal sie w lizosomach komérek na-

s

Ryc. 1. Zapalenie gruczolu mlekowego. Intensywny

odezyn na fosfataze kwasng w licznych fagocytach na-

ciekajacych tkanke 1!aczng miedzyzrazikows (pow.
220 X)
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blonka wydzielniczego (-+) oraz nielicznych
komorkach fagocytarnych w tkance lacznej
miedzyzrazikowej (+ —). W gruczole zmienio-
nym aktywnos¢ FK byla rozmaicie
zwykle wyraznie wzmozona, miejscami nikla
lub ujemna, przede wszystkim w bardza licz-
nych komoérkach fagocytarnych, naciekajacych
ogniskowo lub rozlanie tkanke miedzyzrazikowsa
(ryc. 1), w komoérkach nablonka wydzielniczego
(ryc. 3) oraz wokdl czesto spotykanych clalek
skrobiowatych (ryc. 2). Nierzadko obserwowano
ponadto w obrebie komorek nablonka tworzenie
sie sekwestrow komérkowych.

Ryc. 2. Zapalenie gruczolu mlekowego. Intensywny

odczyn na fostataze kwasna w komorkach zernych

skupiajacych siec w obrebie ciatek skrobiowatych (pow.
60 X)

Ryc. 3. Zapalenie gruczolu mlekowego. Wzrost odezy-
nu na fosfataze kwasna w komorkach nablonka wy-
dzielniczego (pow. 420 X)

W obrazie histopatologicznym w wiekszoscl
przypadkéw obserwowano wyrazny obrzek
tkanki lgcznej miedzyzrazikowej narzgdu, ogni-
skowo lub rozlanie nacieczonej duza iloscig ko-
morek fagocytarnych, zlozonych przede wszyst-
kim z neutrofilow (z ktérych czes§é ulegla roz-
padowi) oraz mniej licznych makrofagow, lim-
focytow i histiocytow. W utkaniu gruczolu spo-
tykano tez mniej lub bardziej liczne ciatkn s’ vo
biowate, wokél ktorych czesto ukladaly sie wia-
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nuszkowato komérki fagocytarne. W poszerzo-
nych pecherzykach gruczolu gromadzily sie
obumierajace nablonki oraz pojedyncze makro
i mikrofagi pozlepiane niekiedy w grudki przez
krzepnace masy bialtkowe.
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Ryc. 4. Korelacja miedzy aktywnoscig lizozymatycz-

ng a liczbg komodrek mleka lub wydzieliny gruczolu
mlekowego

Omowienie wynikow

Glownym zrodlem lizozymu (muramidazy) sa
Jizosomy komorek zernych. Wykryto go obok
innych hydrolaz w lizosomach ncutrofilow (3, 9)
craz makrofagach (4, 12, 13).

Enzym ten trawi Gramdodatnie i niektore
Gramujemne bakterie, zaréwno zywe jak i mar-
twe, w warunkach tlenowych oraz beztleno-
wych 1 jest uwazany za jeden z waznych czyn-
nikow warunkujacych nieswoista odpornosé or-
ganizmu.

Badania wilasne obejmujace zdrowy gruczol
mlekowy w okresie laktacji, zapalenia aseptycz-
nego oraz bakteryjnego wykazaly wyrazng
wspolzalezno$é miedzy stanem chorobowym
gruczolu a poziomem lizozymu i iloscig komo-
rok zernych w naciekach zapalnych.

Mleko krow kontrolnych (zdrowych) zawiera-
fo nieznaczne ilodci tego enzymu, bo do 1,5 IU.
We wszystkich natomiast przypadkach schorzen
gruczolu aktywnosc lizozymatyczna byla wielo-
krotnie wyzsza. Rownoczesnie stopien tej akty-
wnosci w mleku w poszezagélnych platach gru-
czelu byl rozmily i zalezay od rozlegloéci ko-
moérkowego nacieku zapalnego.

Rownolegle ze wzrostem poziomu lizozymu
ilos¢ komoérek w mleku lub wydzielinie wyraz-
nie wrzrastala, wsrod nich obok zluszczonych
nablonkow czesto spolykanc neutrofile. Liczba
opisywanych komorek w ml-ku w poszczegol-
nych platach gruczolu byla rozmaita 1 zwykle
tym wieksza, im wyzsza byla aktywnosc¢ lizo-
zymatyczna. Wystepuje wiec wysoka korelacja,
wskazujaca na wyrazng wspolzaleznosé miedzy
iloscia komorek w mleku a aktywnoscig lizo-
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zymu oraz zalezno$¢ tej aktywnosci od ilosci
komorek zernych w naciekach zapalnych tkanki
gruczolowej.

W pordwnaniu z gruczolem kréw kontrolnych,
u ktorych drobnoziarnisty odezyn na fosfataze
kwasna, odpowiadajacy lizosomom, lokalizowal
sie w komorkach nablonka wydzielniezego oraz
nielicznych fagoeytach, gruezol zmieniony cho-
robowo wykazywal znamienne roznice. Doty-
czyly one przede wszystkim aktywnosei fosfa-
tazy kwasnej i ilosci komorek zernych. Zmiany
te byly rozmaicie nasilone w poszezegOlnych
platach gruczelu. zaleznie od slopnia zaawan-
sowania procesu zapalnego. W porownaniu z
kontrola ilo§¢ komorek zernych wyraZnie wzra-
stala. Wystepowaly one w tkance mezenchymal-
nej, skupialy sie wokol licznych cialek skro-
biowatych oraz w samym swictle pecherzykow,
gdzie ezesto ulegaly rozpadowi. Odezyn na fos-
fataze kwasna w opisywanych komorkach byl
rozmaicie nasilony, zwykle znacznie wzmozony.
miejscami nikly lub ujemny, w zaleZnosei od
stopnia aktywnosci fagocytarnej tych komoarek,
ich uszkodzenia i rozpadu. Podobnie przedsta-
wiala sie reakcja w nablonku wydzielniczym.
Tloge lizosoméw w komoérkach nablonka zwigk-
szala sie, aktywnosé¢ fosfatazy rosla, zas w cy-
toplazmie pojawialy sie miejscami twory o in-
tensywnym odczynie, odpowiadajace sekwes-
trom komoérkowym.

Obserwowane zatem zmiany sa podobne do
zmian spotykanych w inwclucji gruczolu mle-
kowego u ssakow, podezas ktorej dominujaca
role odgrywaja lizosomy (16, 18). Biora one bo-
wiem udzial w procesach autofagii. redukujac
cytoplazme komorek nablonka gruczolowego
(18) oraz procesie heterofagii, w ktorej makro-
tagi pochlaniaja i trawia resztki rozpadtych ko-
morek nablonka oraz mleko (evt. za 20). Ponad-
to w czasie jinwolucji ilo$¢ makrotagow w gru-
czole wzrasta (10), odezyn na fosfataze kwasng
wyraznie nasila sie, zar6wno w makrofagach jak
i komorkach nablonka wydzielniczego, co jest
zwigzane z zanikiem tkanki gruczolowej. Row-
nolegle ze wzrostem ilosci komoérek zernych
zwieksza sie aktywnos$¢ lizozymu w mleku. Na-
lezy wiec sadzi¢, z> wahania aktywnosci lizo-
zymu w roznych okresach funkeji fizjologiczne]
gruczolu, sa wynikiem tworzenia przez lizozym
i komorki zerne nieswoislej biologicznej bariery
obronnej.

Badania wlasne wykazaly, ze w stanach za-
palnych gruczelu mlekowego (niezaleznie od
czynnika wywolujgcego ten proces) nastepuje
wzrost aktywnosci lizozymu oraz licznych komo-
rek w mleku, rownolegle ze zwiekszeniem ilosci
fagocytow w tkance gruczolowej, ktore sa Zro-
dtem tego enzymu.

W badaniach mikroskopowych odczyn na fos-
fataze kwasng stanowi dobry wyznacznik ko-
morek zernych, a tym samym stopnia zaawan-
sowania procesu zapalnego, podobnie jak liczba
komorek w mleku i stopien aktywnoéei lizozy-
mu.

Wydaje sie rowniez, ze w badaniach histoen-
zymaltyeznych odezyn na fosfataze kwasng be-
dzie przydainy w okres$laniu nasilenia stanu
zapalnego gruczolu mlekowego.

Pis§miennictwo

1. Basmadji K.: Znaczenie biologiczne subslancji lizozymopo-
dobnych (lizozym mleka Kkrowiego) przy stanach [lizjolo-
gicznych 1 patologicznych gruczolu mlekowego u kréw.
Praca doktorska AR Wroctaw 1977.

2. Burgcle J., Krumins R., Sojane V., Grampacze L.: Trudy
Lativ. selchoz. Akademii. 68, 28, 1973.

3. Cohn Z. A., Hirsch J. G.: J. exp. Med. 12, 983, 1900,

1. Cohn Z. A., Weiner E.: J. ex. Med. 118, 991, 1963.

3. Gomori G.: Microscopic Histochemistry. University of Chi-
cago Press, 1953,

6. Hankiewi J., Swierczek E.: Prz. lek. 4, 376, 1975.

i. Hankice J., Swierczek E.: Postep. hig. 5. 609, 1976.

6. Jacob A., Jorre J., Vokral N., Palon A., Thelier J.: Annls
Pharm. Paryz. 22, 301, 1964.

9. Jolles P.: Proc. R. Soc. Ser. B. 167, 350, 1967.

10. Mayberry H. E.: Anat. Rec. 145. 99, 1964.

11. Mutovin V. I., Mitjusnikov V. M.: Veterinarija, Moskwa 12,
103, 1973.

12. Myrvik Q. N., Leake E. S, Fariss B.: J. Immun. 86, 133, 1961,

13. Pavillard E. R.: Austr. J. exp. Biol. 41, 265, 1963.

4, Saiton M. R. J.: Bact. Rev. 25, 77, 1961.

15, Samborski Z., Basmadji K.: Medycyna Wel. (w druku).

16. Slater T. F., Greenbaum A. L., Wang D. Y.: Ciba Foud.
Symp. Lysosomes. 311, 1963.

17. Szymezpk 1., Grotkowska H.,, Koziowska J.: Czas. stom. 22,
213, 1969,

15, Verley J. M., Holmann K. H.: Z. Zellforseh, mikrosk. Anat.
fig. 212, 1967

1. Wieczorek Z., Czalka M.
Ther. 16, 428, 18967,

20, Woessnear F, J.0 Lysosgmes i mammary involution. In
Lysosomes in Biolnogy and Pathology. Ed. Dingle J. T.
F¢ll H. B.. Am — Els. Publ., Co INC — N. J. 322, 1973.

, Kowalezylk H.; Arch. Immun.

Adres autora: doc. dr habil. Jerzy Kotz, ul. Mianowskiego
1272, 31-605 Wroctaw.

Koty A., Bacmagxn K. Mageit E. A, — AKTHBHOCTh
Jn3cnumMa 1 umcaon docdarainl IpM MACTHTE KOLOB.

Ilene paboThl 3aki04asnack B MPCCICKMBAHUM 110~
BOOEHMT JIM30LMMA B MOJOKE HIM CEKEETe MOJIOHHOM
FENE3sI B BCOOaIWTENLHEIX CCCTOSHHMHAX, BLIZBAHHBIX
pasneIMM  (DaKTOpaMH (Hallle Beers DartTepuasbHEIMU)
i B ONOpejeslcHMM cKTHMHHoCTH Kucnoi <hoedarazbr (a
Ten CaliniM NCLPeNCTBENNG H JIMENUNMA) B HIMEHEHHOF
TrRanm. K CHCTATHMPCBAIM, 9TO IIPM MacCTHUTe OTMEHaeT(A
PCCT aRTMBFCCTM JM2ICIKMA M YUCJIA KJIETOK B MOJOKES.
ABJIACIIMXCS CLO MCTOUHUKCM. JIM30LIMM MOXKeT TakuUM
cbpazom cumuraTLca PAKTOPSM, NPUHUMAIOUIMM YYacTue
B HATYP&JALHOM COTIPOTMBJIAEMOCTU 3TOPOBOM MOJOUHOM
Kee2bl M B DaKTepuanbHbLIX BOCTAJeHUAZ. B MUKpOC-
KOMMYEeCKUX MCCIEA0BAHMAX Peakumrsd 11a KUCIyi doc-
daTazy ABIAETCA XOPOUIMM ONpefenyTeseM daroum-
TOB, @ T€EM CaMbIM CTEIICHHM Pa3BUTHSI BOCIIAJUTEJBHOTO
nopouecca, NOXCHEe pag 9ici0o KJIeTOK B MOJIOKe UM CTe-
IEHL aKTHMBHCCTH JAWM3I0NMMAa. Kazxercsa TaK>Xe€, 4TO B
IMCTOCHHZIMMATHHE KX MeeneJOBaEMAX peaxumst Ha
guenvw choedharazy DyeT npMroara Ans onpeneJsieHus
MHTEHCHUBHCCTI BOCIAJAMTIIBLIIOTO COCT AHUS MOJIOYHOM
2KE1e36I.

Kotz J., Basmadji K., Madej J. A. — The activity of
lysozyme and acid phosphatase in mastitis of cafttle.

The purocre of the wo™'» v~3 to monitor the be-
haviour of lysozyme in milk or secretion products of
the udder in inflammatory statuses due to different
factors (mainly bacteria) and to determine the activity
of acid phosphatase in the changed tissue. It was found
that in case of mastitis there was an increase of the
activity of lysozyme and the number of cells which
produced that enzyme. Therefore lysozyme might be
treated as a factor taking part in the physiological im-
munity of the normal udder and in the inflammatory
status caused by bacteria. Microscope examinations re-
vealed that the reaction for acid phosphatase reflected
the state of phagocytes and therefore the degree of
the inflammatory process like the number of cells and
the activity of lysozyme. [t seems also that the reaction
for acid phosphatase may be useful 1o determine the
degree of inflammation of the udder.
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