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Opornosé¢ enzymatyczna gruczotu mlekowego krowy

a bakteryjne stany zapalne wymienia

7 zakladu Higieny Weterynaryjnej w Gdansku

. Wydzielina gruczolu mlekowego krowy, w
przebiegu mastitis, wykazuje wyzsza aktywnosé
bakteriostatyczng i bakteriobdjczg w pordwna-
niu z mlekiem normalnym. Wywolana jest ona
obecnoscia komponentéw niekomorkowych i nie
bedacych przeciwcialami, w ktorych sktad
wchodza: system laktoperoksydazy (Lp), lakto-
feryna (Lf) i lizozym (Li).

System Lp (Lp/SCN-/H,0,) jest aktywny je-
dynie w obecnosci trzech komponentéw, a mia-
nowicie: laktoperoksydazy, anionu rodankowe-
go i nadtlenku wodoru.

Laktoperoksydaza jest enzymem wytwarza-
nym przez komoérki nablonkowe wymienia.
Stymulatory wplywajace na jego wydzielanle
sg nieznane, wiadomo natomiast, Ze poziom
tego enzymu w mleku jest zmienny i moze sig
wahaé od 0—14 p/ml (1). Zalezy on od zywie-
nia, okresu laktacji, rasy bydla i stanu zdrowot-
nego gruczolu mlekowego. Obok réznic indywi-
dualnych, jakie zaobserwowano w poziomie
tego enzymu w mleku z réznych krajow, naj-
wiekszg aktywno$é wykazuje on w okresie 3—
—b5 dni po porodzie. W okresie wypaséw pas-
twiskowych aktywnos$é Lp jest wzmozona i od-
nosi¢ sie ma do wyzszego poziomu anionéw ro-
dankowych, ktére w postaci prekursoréw wy-
stepujag w kapuscie, rzepie oraz w burakach
pastewnych. Nie wiadomo jednak, czy wyzszy
poziom Lp w wydzielinie wymienionej w prze-
biegu mastitis zalezy od wzmozonego wydziela-
nia tego enzymu w samym gruczole, czy tez
jest wynikiem przenikania peroksydazy krwi
do gruczolu mlekowego. Nie wyklucza si¢ tez,
ze zalezy od od myeloperoksydazy wydzielane]
przez leukocyty wydzieliny gruczolowej.

Anion rodankowy (SCN-) moze wystepowad
w wydzielinie gruczolu mlekowego w ilodciach
od 1—10 ppm i pochodzi z krwi, w ktorej jego
stezenie jest od 2 do 5 razy wyzsze. Poziom ten
zalezy od paszy ro$linnej, w ktérej SCN- wy-
stepuje jako prekursor ulegajac przemianom
biochemicznym do postaci anionu rodankowe-
go. W przebiegu mastitis ilo§¢ jego w wydzieli-
nie gruczolu mlekowego wzrasta na skutek
przenikania tego komponentu z krwi.

Nadtlenek wodoru (H,0,) w mleku $Swiezo
pozyskanym wystepuje w ilo§ciach (2—4 ppm).
Do naturalnych jego zrédet w gruczole mleko-
wym krowy nalezg puryny, z ktérych pod wply-
wem enzymu oksydazy ksantynowej system Lp
czerpie najprawdopodobniej nadtlenek wodo-
ru. Innym zrodtem H,0, sa prawdopodobnie
leukocyty wydzieliny gruczolowej, szczegdlnie
w stadium wzmozone] fagocytazy. Bakterie
kwasu mlekowego, nie produkujace katalazy,
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moga réwniez stanowié zrédio nadtlenku wodo-
ru w mleku.

Poznanie mechanizmu dzialania systemu Lp
w mleku jest wynikiem badan ostatnich lat (3,
5). Wynika z nich, ze czynnikiem bakterioboj-
czym jest wytwarzanie labilnego i bardzo krot-
kotrwalego produktu przejéciowego w postaci
podtiocyjanatu (OSCN-), ktéry powstaje z utle-
niania SCN—. Do reakcji dochodzi w warunkach
optymalnego stezenia molarnego SCN~ i H,O,.
Moze sie on rowniez wytwarza¢ na drodze nie
enzymatycznej w przebiegu hydrolizy tfiocyja-
nianu (SCN),. W odniesieniu do E. coli mecha-
nizm dzialania Lp polega na wewnatrzkomor-
kowe]j blokadzie czasteczki tlenu i unieczynnie-
niu metabolizmu glukozy i aminockwaséw. Ko-
morka E. coli eksponowana na dzialanie syste-
mu Lp ulega zniszczeniu po uplywie 1,5—2 go-
dzin. Wykazano réwniez, ze OSCN~ utlenia
grupe sulfydrylowg (SH™) niektérych enzymow
metabolicznych blony komoérkowe]j bakterii. W
odniesieniu do Str. agalactiae do efektu bakte-
riostatycznego dochodzi w wyniku réwnoczes-
nego dziatania wszystkich 3 komponentéw sys-
temu Lp. Anion rodankowy inkorporuje sie
wowcezas w biatko komdrki bakteryjnej, co mo-
7e okresowo hamowaé¢ rozw6j bakterii. Jak
stwierdzono, réznice we wrazliwodei na system
Lp wystepuja nie tylko w obrebie poszczegol-
nych gatunkow, lecz takze zostaly zaobserwo-
wane u poszczegdlnych szczepoéw tego samego
gatunku.

In vitro system Lp hamuje wzrost Str. aga-
lactice i Str. uberis, natomiast wobec Str. dys-
galactiae jest on aktywny .W stosunku do Str.
pyogenes system Lp jest bardzo akiywny, na-
tomiast wobec E. coli, Staphylococcus aureus
i Pseudomonas sp., ktore nie akumuluja meta-
belicznego H,0, dziala jedynie w przypadku
dostarczenia nadtlenku wodoru pochodzenia
egzogennego.

Odnoénie do dziatania Lp{(SCN-)H,0, na
drobnoustroje wywolujace mastitis in vivo,
brak jest badan, ktérych wyniki bylyby repre-
zentatywne. Z nielicznych obserwacji (cyt. 4)
wynika, ze przebieg zakazenia wymienia wy-
wolany przez E. coli moze by¢ znacznie zlago-
dzony po dogruczolowym wprowadzeniu gluko-
zy 7z dodatkiem oksydazy jako Zrédla nadtlen-
ku wodoru. Fakte ten moze wskazywa¢ na moz-
liwo$é aktywacji systemu Lp w samym wymie-
niu, w ktéorym istniejg warunki do wytworze-
nia Hy0,. Nie wyklucza to ewentualnej mozli-
wosci stosowania w przebiegu mastitis substra-
tow zawierajacych zrédlo H,O,, ktéry moglby
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by¢ uwalniany pod wplywem dzialania oksyda-
zy ksantynowej.

Zagadnieniem otwartym jest problem, czy
leukocyty wydzieliny wymieniowej moga stano-
wi¢ zrédto H,0, dla systemu Lp zaréwno in vi-
vo jak 1 in vitro. Z nielicznych badan zdaje sie
wynikaé (cyt. 4), ze fagocytoza czasteczek ka-
zeiny in vitro wytwarza wystarczajgce ilosci
H,0, do utleniania SCN- ukladu Lp. Mozna
zatem przypuszczad, ze analogiczny proces za-
chodzi réwniez in vitro. Rozne sg jednak ilosci
SCN~ wymagane do aktywnego dzialania syste-
mu Lp wobec drobnoustrojéw wywolujacych
mastitis. Do zahamowania wzrostu Str. pyoge-
nes w mleku wymagana jest obecnosé 2 ppm
anionu rodanku, a w odniesieniu do Str. agala-
cticge podobny efekt wystepuje wtedy, kiedy
stezenie tego komponentu jest od 5 do 10 razy
wyzsze. Taki wysoki poziom SCN- w mleku
wystepuje bardzo rzadko, ale mozna go osiag-
ngé poprzez odpowiednie zywienie kréw. Z ob-
serwacji wynika réwniez, ze w okresie lata,
kiedy poziom SCN- w mleku jest najwyzszy,
stwierdza sie wyjatkowo wystepowanie Str. u-
beris jako czynnika etiologicznego mastitis
{cyt. 4, 5).

Laktoferyna (Lf) jest bakteriostatyczna gliko-
proteina wytwarzang przez gruczol! mlekowy o
wlasciwosciach wiazania jonéw Fe. Lf jest bar-
dziej aktywna wobec drobnoustrojow zelazo-
fobnych, jak np.: E. coli, natomiast nieco sta-
biej dziala wobec paciorkowceéw i gronkowcow,
majacych mniejsze zapotrzebowanie na jony
Fe (6). Doswiadczalnie wykazano, ze Lf moze
hamowaé¢ wzrost gronkowca zlocistego i biale-
go oraz drobnoustrojéw rodzaju Pseudomonas.
Mechanizm tego dzialania nie jest dokladnie
poznany. Przyjmuje sie, ze polega na zachwia-
niu metabolizmu komérki bakteryjnej poprzez
zubozenie Srodowiska w jony Fe, wzglednie
dziala na komorki bakteryjne uszkodzone przez
lizozym lub tez tworzy zwigzki kompleksowe
z immunoglobuling o wlasciwosciach bakterio-
statycznych.

Lizozym (Li) jest enzymem litycznym sklada-
jacym sie ze 129 aminokwaséw w lanicuchu
polipeptydowym. Bakterioliza wobec komérki
bakteryjnej polega na wnikaniu enzymu pomie-
dzy kwas N-acetylomuramidowy i N-acetylo-
glukozamine  czasteczki  mukopolisacharydu
sciany komérkowej. Drobnoustroje gromdodat-
nie sa podatniejsze na lityczne dziatanie Li, po-
niewaz posiadaja wieksza czasteczke mukopo-
lisacharydu.

Jak stwierdzono, poziom Lf i Li w wydzieli-
nie gruczoléw mlekowych krow zalezy od kon-
centracji komorek/ml, okresé6w laktacyjnych,
ilosci laktacji, okresu ciazy oraz rasy krow
mlecznych.

W wydzielinie gruczolowej zawierajacej po-
nizej 500 000 komérek/ml najwyzszy poziom Lf
stwierdza sie pierwszego dnia po porodzie. Wy-
nosi on 1287 pg/ml i gwaltownie zmniejsza sie

drugiego dnia do poziomu 693 pwg/ml, opadajac
nastepnie do 111 ug/ml w 10 dniu po wyciele-
niu. W 100 dniu laktacyjnym poziom Lf wyno-
si 300 pg/ml, w 200 dniu 650 pg/ml, w 300
dniu laktacyjnym 1000 vwg/ml (7). W pordwna-
niu z Lf stwierdza sig¢ znacznie mniejsze ilosci
Li, ktorego poziom w 10 dniu laktacji wynosi
0,11 wug/ml, a dopiero pod jej koniec osiaga
0,3 ng/ml (7). Nie bez wplywu pozostaje réw-
niez iloé¢ przebytych laktacji na poziom Lf.
Srednio u kréw w okresie 1 i 2 laktacji poziom
Lf wynosi 380 pg/ml, a u krow starszych
763 ug/ml. Wraz ze wzrostem ilosciowych ko-
morek w 1 ml wydzieliny gruczolowej zwiek-
sza sie ilo§¢ Lf/ml.

Iloé¢ przebytych laktacji nie ma wplywu na
poziom Li w wydzielinie gruczolowej. Nato-
miast wraz ze wzrostem ilosciowym komorek
przy 10X10%/ml, koncentracja Lf jest trzykrot-
nie wyzsza. Powyzej tej iloéci poziom Li wzra-
sta czterokrotnie w stosunku do ilo$ci tego en-
zymu stwierdzanego w wydzielinie gruczolow
mlekowych zdrowych.

Nie bez wplywu na koncentracje tych enzy-
moéw pozostaja okresy ciazowe zwierzat. Wyka-
zano, ze poziom Lf zwieksza sie o 20% w 250
dniu ciazy, o 85% w 270 dniu i o 164% w 290
dniu ciazy (7). Nie wiadomo, jak ksztaltuja sie
w tych okresach poziomy Li/ml. Wplyw rasy
zaznacza sie jedynie w odniesieniu do Lf. U
krow raz nizinnych jest on znacznie wyzszy
w poréwnaniu z krowami ras terenéw gérzy-
stych, czego nie wykazano w odniesieniu do
Li.

Jak wynika z przytoczonych danych, poziom
Lt zalezy Scisle od stanu zdrowotnego wymie-
nia, czego nie obserwuje sie w odniesieniu do
Li. W zwigzku z powyzszym, koncentracja Lf
moze byé wskaznikiem zaburzed patologicz-
nych gruczelu mlekowego krowy. Nie wiadomo
jednak w jakim stopniu Lf i Li wplywaja na
enzymatyczng opornos¢ wymienia wobec za-
kazen bakteryjnych, co wymaga dalszych ba-
dan i obserwacji.

System Lp w gruczole mlekowym zasuszonym
a mastitis

Znana jest wysoka podatnosé wymienia na
zakazenia bakteryjne w poczatkowym okresie
zasuszenia. Dotychezas nie bylo wiadomo, czy
wynikata ona z latwiejszej penetracji drobno-
ustrojéw do wnetrza gruczolu mlekowego, czy
tez w obrebie samego wymienia wytwarzaly sie
w tym okresie warunki stymulujace rozwéj cho-
robotworezej flory bakteryjnej. Wiadomo réw-
niez, ze w okresie zasuszenia wzrasta w wydzie-
linie gruczolowej poziom Lp i SCN~- oraz im-
munoglobulin i komplementu, ktére nie zabez-
pieczaja jednak wymienia przed nowymi zaka-
zeniami (cyt. 2). Jak stwierdzono, system Lp
hamuje w mleku, szczegdlnie w okresie lata,
wzrost Str. uberis, natomiast wobec Str. aga-
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lactige jest on mniej aktywny. Czynnikiem ne-
utralizujacym aktywno$¢ Lp ma by¢ cystyna,
wystepujaca w mleku w stanie wolnym.

7 badan, jakie przeprowadzono nad bakterio-
statystycznymi wlasciwosciami wydzieliny gru-
czolu zasuszonego wynika, ze wzrostowi Lp i
SCN~ w poczatkowym okresie zasuszenia to-
warzyszyl wzrost iloéciowy wolnej cystyny,
antagonisty Systemu Lp (2). Wykazano row-
niez, ze jej Srednia koncentracja przed zasusze-
niem wynosila 0,66 pmolla/L, a po zasuszeniu
6.66 umolla/L. Odnosnie do cysteiny, poziom Jej
w analogicznych okresach wynosil 0,28 pmol-
la/L i 1,4 pmolla/L. W poréwnaniu z hamuja-
cym wplywem cystyny na system Lp, analo-
giczne dzialanie cysteiny bylo zaznaczone W
stopniu minimalnym (2).

Okreslajac wplyw wydzieliny zasuszonego
gruczolu mlekowego na zawiesing paciorkow-
cow bezmlecznodci stwierdzono, ze wzrost tych
drobnoustrojéw byl stymulowany i to w stop-
niu wyzszym anizeli wtedy, kiedy paciorkowce
byly zawieszone w wydzielinie gruczolowej po-
zyskanej przed zasuszeniem (2). Dzialanie owe
odniesiono do neutralizujacego wplywu cysty-
ny wobec systemu Lp/SCN~/H;0,. Zjawisko to
moze ttumaczyé zwiekszong wrazliwos¢ zasu-
szonego gruczolu mlekowego krowy na zakaze-
nia paciorkowcowe.

Istnieja jeszcze dodatkowe czynniki wply-
wajace w okresie zasuszenia na zwiekszona
podatno$¢ wymienia na zakazenia hakteryjne.
Jednym z nich moze by¢ wyzsze pH wydzieli-
ny gruczolowej niwelujagce bakteriostatyczne
mozliwoséei systemu Lp oraz katalaza wytwa-
rzana przez komoérki somatyczne, ktorych ilose
w tym okresie znacznie wzrasta. Wplywa ona
neutralizujgeo na nadtlenek wodoru wytwarza-
ny przez paciorkowce, co nie jest jednak regu-
la. Aktywnosé tego enzymu moze by¢ hamo-
wana w wyniku utleniania kwasu askorbino-

wego w obecnosci katalicznych jonéw Cu'”
(cyt. 2). Oba te komponenty wystepuja w mle-
ku w stezeniach, kiore moga hamowaé aktyw-
no$¢ tego enzymu. Nie wiadomo jednak, czy w
wydzielinie grueczolu mlekowego zasuszonego
wystepujg one w odpowiednich ilosciach, oraz
czy mogg byé¢ akitywne in vivo. N'emnie] jed-
nak nie mozna wyklueczy¢ neutralizujacego
wplywu katalazy na system Lp in vivo.

Dyskutowanym zagadnieniem jest réwniez
znana klinicystom duza ilos¢ przypadkow ma-
stitis u krow w okresie 1 tygodnia po wyciele-
niu. Owa podatnoéé wymienia na bakteryjne
stany zapalne w tym okresie zdaje sie miec¢
swe uzasadnienie w nizszej koncentracji Lp i
SCN- w siarze w porownaniu z wydzieling
gruczolu zasuszonego. Stwierdzono rowniez, ze
poziom peroksydazy w siarze jest nizszy ani-
zeli w mleku. Nie wiadomo jednak, w jakim
stopniu zakazenia bakteryjne w tym okresle
sg stymulowane zmienna koncentracjg kompo-
nentow systemu Lp (2). Nie mozna tez wyklu-
czyé, ze w siarze znajduje sie inny, nieznany
jeszcze komponent odpowiedzialny za stymu-
lujgey wplyw na wzrost chorobotwérczych pa-
ciorkowcow wywolujacych mastitis.
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Okreglono poziom selenu w surowicy metody Olsona
i wsp. t witaminy E metoda Fabianek i wsp. oraz al-
tywnosé peroksydazy glutationu u koni w dwdeh stad-
ninach w listopadzie lub grudniu, w mareu i w lipcu.
Nie stwierdzono znamiennych réznic w Srednim pozio-
mie selenu we krwi w trzech okresach badawczych.
Natomiast zawarto$¢ witaminy E w plazmie wykazy-
wala wahania sezonowe. Srednia zawartos¢ selenu w
plazmie koni lkarmionych paszg lokalng wynosila
7.7 ne/dl, za§ pasza pochodzacg z zakupu 156 pg/dl
Wspolezynnik lkorelacji miedzy aktywnofeig peroksy-
dazy glutationu a zawartoscia selenu w plazmie wy-
nosil 0,94, Wzbogacenie dziennej dawki paszy 1 mg
selenu powodowalo wzrost stezenia tego pierwiastla
we krwi powyZej poziomu przy kiorym wystepuje
zwyrodnienie miesni. Parenteralne podawanie selenu
ciezarnym  klaczom  wskazuje na  przechodzenie
jedynie niewielkich iloéei tego pierwiastka przez ba-
riere tozyskowa.
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HASHINO Y., SCOTT F. W.: Badanie immunofluo-
rescencyjne i w mikroskopie elekironowym hodowli
wycinka jelita cienkiego kotow zakazonego wirusem
zakaznego zapalenia ofrzewnej Kotow. (Immunofluo-
rescent and electron microscopic studies oif feline in-
fectious peritonitis virus), Am. J. vel. Res. 41, 6872—681,
1980 (5).

W hodowli jelit cienkich pochodzgcyeh od 1—3 ly-
godniowych kociat, SPF. zakaZonej wirusem zapale-
nia otrzewnej kotow przebadano patogeneze, moriolo-
gie | morfogeneze zakaZenia Wiruspwego. W bada-
niach zastosowano odezyn immunofluorescencii po-
$redniej i bezpoéredniej oraz obserwacje W mikrosko-
pie elektronowym. Obecno$é koronawirusow stwier-
dzono w badaniach w mikroskopie elekfronowym w
plynie z hodowli w okresie od 1 do 12 oraz 15, 22,
91 i 43 dnia po zakazeniu hodowll. Swoista immuno-
fluorescencja wystepowala w komorkach kosmkow je-
lita cienkiego w okresie pierwszych 12 dni po zaka-
zeniu hodowli. Czasteczki wirusa wystepowaly w cy-
toplazmie zakazonych komdérek nablonka lkelumnowe-
go kosmkow, Tam fez mozna bylo ohserwowaé kolej-
ne stadia morfogenezy wirusa.
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