180

Medycyna Wet. 52 (3) 1996

EDWARD MALINOWSKI, HENRYKA LASSA, ANNA KLOSSOWSKA
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Summary

N-acetyl-B-D-glucosaminidase as an indicator of ud-
der health

The activity of N-acetyl-p-D-glucosaminidase (NA-
Gase) was determined in 40 samples of quarter milk
from 40 healthy cows, and in 188 samples of secretion
from subclinically and clinically inflamed udders, and
in 181 sample of raw bulk milk collected from small
private farms. The study was performed by ADC
apparatuses and diagnostics delivered by ELKABE
Ltd. The average activity of NAGase was the follo-
wing: 125 AFU for health quarters, 220 AFU for the
recovered quarters on the 21st day after treatment
(s.c.c. 300 000), 260 AFU for the cases of latent udder
infections caused by S. aureus or S. agalactiae (s.c.c.
below 350 000/ml), 680 AFU for cases of subclinical
bacterial or aseptic mastitis (average s.c.c. 3.5 mi-
lion/ml). and 1360 AFU for quarters affected with
clinical forms of mastitis. The activity of NAGase in
raw bulk milk was as follows: 117 AFU for s.c.c. below
200 000/ml, 123 AFU for s.c.c. 201 000-300 000/ml,
139 AFU s.c.c. 301 000-400 000/ml, 143 AFU for s.c.c.
401 000500 000/ml, and 246 AFU for s.c.c. 0.75-
-1 mIn/ml determined by Fossomatic. It has been
noted that the state of healthy of udders and the
changes in a quarter milk are determined more pre-
cisely by NAGase than by somatic cell count. The
.cut off” indicator and Applied Diagnostics Corpo-
ration computer programme are fully appropriate
for the estimation of the hygienic acceptability of raw
bulk milk.

Podkliniczne postacie zapalenia wymienia prowadzq do ilo-
dciowych 1 jakoSciowych zmian w zakresie biochemicznych
i komérkowych skladnikéw mleka. Wzrasta liczba patogen-
nych drobnoustrojéw, 110s¢ toksyn bakteryjnych, Ticzba komdrek
somatycznych. zawartos¢ bialek surowiczych i niektérych jo-
now oraz aktywnosé wielu enzymow. Towarzyszy temu spadek
stezenia laktozy i kazeiny oraz wydajnosci mlecznej krow.
Zmiany zachowania si¢ wymienionych clementow stanowia
podstawe coraz bardziej precyzynych metod rozpoznawinia
mastitis subclinica. W réznym stopniu przydatne okazaly sig
oznaczenia zawartosci laktozy (13, 20), albumin surowiczych
(13. 20, 22), antytrypsyny (13, 16), adenozynotrdjfosforanu
(15. 19) oraz aktywnosci katalazy (9, 17). laktodehydrogenazy
(3), fosfatazy kwasnej (9. 20). fosfatazy zasadowej (3, 17).
aminotransferazy (3). arylsulfatazy (9. 20), glukuronidazy (9.
21), lipazy lipoproteinowej (1) i NAGazy (2. 9, 13, 16, 20).
Znaczenie diagnostyczne mi Wzrost przewodnosel elektrycz-
nej mleka (7) jako efekt zmian skiadu jonowego. szczegolnie

w zakresie sodu i chloru (13, 20). Wedtug Ischikawa i wsp.
(8), a takze innych autoréw (5, 6, 19), wtasciwe rozpoznanie
mastitis subclinica jest mozliwe po uwzglednieniu wynikéw
badania bakteriologicznego, liczby komdrek somatycznych,
przewodnosci elektrycznej oraz aktywno$ci N-acetylo-beta-
-D-glukozaminidazy (NAGazy).

NAGaza jest enzymem lizosomalnym, ktary cechuje sig
duza stabilno$cia w zdrowym gruczole mlekowym. Wzrost
aktywnoscei ma zwiazek z uszkodzeniem nablonka wydziel-
niczego i drég wyprowadzajacych oraz naciekiem komorko-
wym towarzyszacym zapaleniu (4, 5, 6.8,9. 10, 12, 17, 19,
20, 23).

Celem pracy byla ocena aktywnosci NAGazy w prébkach
pobranych z ¢wiartek zdrowych i objetych zapaleniem oraz w
mleku zbiorezym pochodzacym z gospodarstw indywidualnych.

Material i metody

Aktywno$¢ NAGazy okreslono w 40 probkach mleka cwiart-
kowego pobranych od 40 kréw, ktore na podstawie badania
klinicznego i TOK uznano za zdrowe, w 130 probkach wydzie-
liny z ¢wiartek cechujacych si¢ podwyzszonym poziomem
komorek somatycznych (TOK +. ++, +++) oraz w 58 prébkach
wydzieliny zapalnej zmienjonej makroskopowo. Badania labo-
ratoryjne pribek objety posiewy na podioza baktertologiczne
i oceng bezwzglednej liczby komorek somatycznych (Fosso-
matic). Przeprowadzono takze pomiary aktywnosci N-acetylo-
-beta-D-glukozaminidazy w 181 probkach mleka bainkowego
(zbiorezego) z gospodarstw indywidualnych, pobranego w chwili
odbioru w zlewniach, Oznaczen dokonano wg Applied Diag-
nostics Corporation (ADC) przy uzyciu fluorometru. programu
komputerowego oraz odezynnikéw dostarczonych przez Phar-
macia LKB Oddzial w Warszawie. Zestaw odczynnikow zawiera;
standard dodatni mleka. standard ujemny mleka, substrat (4-me-
t_\tI—umhelil'cn}*l-N—acelyl—beulvD—glukﬂzam'mid), bufor do rozpu-
szczania substratu i bufor hamujacy.

Wykonanie oznaczen polegalo na wprowadzeniu do Kolej-
nych wglebien mikroptytki nastepujacych plynow: prébka ze-
rowa (woda dest.), standard pozytywny, standard negatywny i
badane probki mleka (po 10 pl). Nastepnie dodawano po 50 ul
substratu, delikatnie mieszano i pozostawiano na 15 minut w
temp. pokojowej (inkubacja), po czym przerywano reakeje
enzymatyczna za pomocyg buforu (100 pl). Odczytu dokonywa-
no przez pomiar fluorescencji. Wyniki po analizie wg progra-
mu komputerowego podawane sg w jednostkach fluorescencji
(AFU) oraz w postaci wskaznika NAGazy (cut off).

Wyniki i omdéwienie

Aktywnosc N-acetylo-beta-D-glukozaminidazy w prabkach
pobranych z ¢wiartek zdrowych i chorych przedstawiono w
(ab. 1. Wartoéci byly najnizsze w mleku Krow zdrowych,
kiére nie chorowaty na zapalenie wymienia w okresie o
najmniej 3 miesigcy. Prawie dwukrotnie wyzszg aktywnosc
stwierdzono w probkach pobranych okolo 21 dnia po wyle-
czeniu Kliniczne] postaci mastitis, chociaz liczba komdrek
somatycznych byla w tych ¢wiartkach charakterystyczna dla



l\ﬁ:dylclyna Wet. 52 (3) 1996

181

Tab 1. Aktywnos¢ N-acetylo-B-D-glukozaminidazy w zaleznosci od stanu zdrowia ¢wiartek wymienia

) Liczba komérek somatycznych w tys/ml Atywnos¢ NAGazy (AFU)
Rozpoznanie = — n = Wsp. korelacji
zakres X X S

Cwiartki zdrowe nie leczone do 150 7. 14 125 47 0,73%*
Cwiartki zdrowe po wyleczeniu mastiris | do 300 172 18 219 81 0,48*
Zakazenie utajone do 350 248 8 261 88 0.35
do 1500 965 4] 389 161 0.20
o 1500-3000 2272 39 558 215 0,20

Podkliniczna postac mastitis ==

3000-5000 3687 25 750 240 0.01

ponad 5000 9604 25 1183 589 0,48%*

do 10000 5276 25 1323 1159 0,36*
Kliniczna postac mastitis 10 000-20 000 14168 18 2102 895 0.01
ponad 20 000 42489 15 | 3289 1132 0,48

Objasnienia: ** — p < 0,001 * — p < 0,05

zdrowego gruczotu mlekowego. Jeszcze wyzszy poziom NA-
Gazy odnotowano przy prawidtowej liczbie komérek soma-
tycznych w przypadku utajonego zakazenia spowodowanego
przez Staph. aureus i Str. agalactiae. Wartosci AFU wzrastaly
wraz ze zmianami charakterystycznymi dla zapalenia podkli-
nicznego i klinicznej postaci mastitis, co wyrazata liczba ko-
mérek somatycznych. Na uwage zastuguje przy tym fakt, ze
aktywnos$¢ enzymu byla podobna w przypadkach zapalen pod-
klinicznych cechujacych si¢ l.k.s. ponad 5 mln i zapalen klini-
cznych z liczba komorek ponizej 10 mln. Chociaz Srednia liczba
komérek w mastitis subclinica byla prawie 2 razy wyzsza niz
w zapaleniach z objawami klinicznymi, to wartosci enzymu
byty nawet nieco nizsze. Srednia aktywno$é NAGazy wyniosta
680 AFU w przypadkach zapalenia podklinicznego oraz 1350
AFU w przypadkach klinicznej postaci mastitis.

Miedzy liczba komdrek w zakresie do 150 tys./ml i aktyw-
noscia NAGazy w prébkach mleka ze zdrowych cwiartek
zachodzita istotna korelacja (0,001), a jej wspdtczynnik r =
=0,73. Jeszcze wyzszy wspotezynnik korelacji (0,95) wystapit
miedzy srednig liczba komérek somatycznych, a odpowiada-
jaca temu Srednia aktywnoscia NAGazy zaréwno w mleku,
jak tez w wydzielinie zapalnej. Zaleznosci tej nie stwierdzono
jednak poréwnujac aktywnosci enzymu z liczba komdrek so-
matycznych mieszczaca si¢ w poszczegdlnych zakresach.

Aktywnosé NAGazy w zaleznosci od liczby komdrek so-
matycznych w mleku zbiorczym przedstawiono w tab. 2. Dane
wskazuja, ze w mleku cechujacym sig liczba komorek nizsza
od 200 000/ml aktywnos¢ wynosita srednio 116,5 AFU. Wraz
ze wzrostem Lk.s. rosty wartosci NAGazy, a Srednie wartosci
dla mleka, ktére w 1 ml zawierato od 201 do 500 tysigcy
tych komoérek, miescity si¢ w granicach od 122,6 do 143,1
AFU. Wyrazny wzrost akty wnosci miat miejsce w przypadkach
wysokiego tj. ponad 500 000/ml poziomu komdérek somaty-
cznych. Przy duzej ich liczbie rosfo tez odchylenie standardowe.

Wskaznik cut off dla mleka zawierajacego 200 tys. komorek
nie przekraczat 20, a dla mleka ktére zawierato do 400 tys.
wynosit maksymalnie 24.

Przeprowadzone badania wykazaly, ze wartosci NAGazy
sg zréznicowane w zaleznosci od stanu gruczolu mlekowego
krow. W ¢wiartkach zdrowych aktywnosé byta najnizsza i
wynosita 125 AFU (jednostek fluorescencyjnych). Wyrazne
réznice miaty miejsce nie tylko miedzy ¢wiartkami zdrowymi
i chorymi, ale takze w ocenie mleka pobranego z cwiartek,
w ktérych poziom komérek byt typowy dla zdrowego wy-

mienia (TOK-). Badania aktywnosci tego enzymu pozwolity
na uchwycenie utrzymujacych si¢ zaburzen funkcji nabtonka
wydzielniczego po wyleczeniu mastitis oraz zmian zwiazanych
z utajonym zakazeniem, kiedy ocena poziomu komoérek nie
daje podstaw do rozpoznania podklinicznego stanu zapalnego.
Znaczenie poznawcze ma tez fakt, ze w klinicznej postaci
mastitis, nawet przy nizszej liczbie komdérek somatycznych,
wystepuja wigksze uszkodzenia tkanki gruczotowej niz w przy-
padkach zapalenia podklinicznego. Z przeprowadzonych ba-
dafi wynika, ze pomiar NAGazy lepiej niz liczba komdrek
somatycznych oddaje stan zdrowotny gruczolu mlekowego
kréw. Powyzsze stwierdzenie koresponduje z danymi pismien-
nictwa (2, 5, 6, 8, 14, 16).

Tab. 2. Aktywno$¢ NAGazy (AFU) oraz wskaznik (cut off) w zaleznosci

od liczby komérek somatycznych w mleku zbiorczym (X £ s)

Liczba komérek somatycznych n NAGaza NAGaza
(tys/ml) (AFU) (cut off)
do 200 50 116,5 29.7 152 44
o 201-300 33 122,6 26,1 17,5 43
301-400 27 139.2 276 19,9 4] "
401-500 18 143,1 31.0 21,1 4.
o 501-750 22 1944 59,6 29,8 79
751-1000 12 245.9 445 413 83
1001-2000 13 283,6 549 46,1 93 -
pow. 2000 6 340,0 37,9 62.0 16.5

Wahania zawartosci N-acetylo-beta-D-glukozaminidazy,
szezegblnie w przypadkach niskiej liczby komérek somatycznych
w badanym mleku zbiorczym mozna ttumaczy¢ tym, ze ko-
mérki sa odpowiedzialne za 15-22% zawartosci stwierdzanej
w zdrowym wymieniu (4). Poza stanem zapalnym aktywnos¢
NAGazy wzrasta po wycieleniu, przed zasuszeniem, wskutek
urazéw oraz w przypadkach utajonego zakazenia spowodo-
wanego przez bakterie pierwszej i drugiej grupy patogennosci
(5, 6, 18). Oceniane probki pochodzity z gospodarstw indy-
widualnych, kiére w wiekszosci odstawiaja po okoto 20 litréw,
czyli mleko od 1-3 kréw (11). Wsréd tych zwierzat mogty
trafi¢ sic wymienione wyzej przypadki. Nalezy tez bra¢ pod
uwage mozliwoé¢ rozpadu komdrek somatycznych na frag-
menty, ktére sztucznie zwigkszaty ich liczbe przy niskich
wartosciach NAGazy.
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Badania wtasne wykazaly, ze zakresom liczby komdrek
somatycznych w mleku zbiorczym odpowiada okreslona war-
to$¢ wskaznika cut off NAGazy. Dlatego wskaznik ten moze
by¢ wykorzystany jako kryterium oceny surowca mlecznego.
Wedtug Applied Diagnostic Corporation do oznaczeni nadaje
sic mleko §wieze, schtodzone, zamrozone lub konserwowane.

Mozna zatem stwierdzi¢, ze pomiar N-acetylo-beta-D-glu-
kozaminidazy stanowi precyzyjna metode oceny stanu zdrowia
wymienia i moze by¢ uznanym wskaznikiem jakosci mleka
surowego.
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Summary

Influence of arginino-vasopressin and dexamethaso-
ne on the level of ACTH and cortisol in the serum
of calves during early postnatal life

The experiment was carried out on 34 calves from
birth (day 0) to 18 days of age. ACTH secretion
stimulation was performed on 18 calves using argi-
nino-vasopressine AVP Sigma, given intramuscular
at a dose of 0.1 TU/kg of body weight. ACTH secretion
inhibition was conducted on 16 calves by means of
dexamethasone Dexaven Polfa, administered intrave-
nously at a dose of 50 pg/kg of body weight. The
hormones were administered on 0, 3, 7, 12 and 18
days after birth. Blood samples were collected be-
tween 8.00 to 8.30 a.m. The levels of ACTH and
cortisol were determined in sera of the animals.

The hypophysis-adrenal cortex system in calves was
found to be capable of a full feedback reaction from
the second week of life.

Jednym z wazniejszych ukladow, odpowiedzialnych za ze-
sp6t reakcji adaptacyjnych do gwattownie zmienionych przy
urodzeniu warunkdw, jest uklad podwzgérzdwo-przysadko-
wo-nadnerczowy. Z danych dotyczacych przysadki okresu pre-

natalnego wiadomo, ze przysadka gruczotowa u wielu gatunk6w
zwierzat wytwarza hormony juz w zyciu ptodowym (5, 12,
21). Dotychczasowe badania wykazaty w tym okresie Zycia
kortykotropowa, tyreotropowa, somatotropowa 1 gonadotro-
powa potencje przysadki. Pod koniec cigzy we krwi pgpowi-
nowej plodéw stwierdza si¢ wysokie stgzenia ACTH, TSH,
FESH i LH (1, 16, 20) a przyczyna tej nadmiernej sekrecji
maja by¢ niedojrzale mechanizmy sprzezenia zwrotnego dia
tych hormonéw (11, 12, 19, 20). Trudno jest natomiast okresli¢
czas biosyntezy i sekrecji hormonéw wytwarzanych przez
nadnercza ptodu, z uwagi na przechodzenie hormonow kory
nadnerczy matki przez tozysko (12, 20). U ptodéw bydlecych
biosynteze kortyzolu stwierdza sig juz od 8 miesiaca zycia
ptodowego. Towarzyszy temu systematyczny wzrost stezenia
tego hormonu w osoczu krwi az do stezen maksymalnych
obserwowanych przed samym porodem (16). Zjawisko to wy-
daje si¢ by¢ oczywiste, poniewaz wyniki licznych badan do-
wodza, ze kortyzol jest jednym z wazniejszych stymulatoréw
dojrzewania ptodu.

Problem w jakim czasie okresu pre- Jub postnatalnego uktad
przysadka — kora nadnerczy zaczyna funkcjonow a¢ na zasadzie
sprzezen zwrotnych, jest ciagle otwarty, a badania prenatalne
nie daja jednoznacznych odpowiedzi 1 czgsto sa nawet sprze-
czne. Canny i wsp. (5) twierdza, ze stezenie glikokortykoidow
juz u 135-140 dniowych ptodéw owczych jest regulowane na
zasadzie sprzezen zwrotnych przez uktad podwzgorze-przy-



