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Activity of neutrophils in the blood of healthy and mastitic cows

Summary

The purpose of the study was to evaluate the metabolic activity of neutrophils in pure blood healthy and
mastitic cows. Examinations were performed on 10 cows with clinical mastitis, 10 with subclinical mastitis and
10 healthy cows. The blood samples were collected from the coccygeal vessels and milk veins on the first day of
clinical mastitis treatment with an intramammary product containing amoxicillin, clavulanic acid and pred-
nisolone (or observation of the other cows) and on 3™ and 7" days. The blood was examined in the following
ways: without in vitro stimulation and in vitro stimulation using fMLP, OZ, PMA. The reactive oxygen species
(ROS) production was assessed by means of luminol-enhanced chemiluminescence (CL) using a kinetic method
for 40 minutes at 38°C, measuring CL at 5 minute intervals (BioOrbit 1251 Luminometer). The area under the
curve (integrate) was calculated. Significant differences in CL levels between peripheral blood and blood
flowing from the udder were not found, irregardless of the use of stimulators or udder health status. The
spontaneous and induced CL level, mainly through means of the receptor, was significantly higher in the blood
of mastitic cows in comparison to healthy cows. PMNs from chronic mastitic cows were characterized by
weakness of oxygen metabolism and a crucial increase of a stimulated respiratory burst through activation of
the protein kinase C way (PMA). A significant decrease of OZ stimulated and non significant decrease of PMA
stimulated CL was determined on the 3™ and 7™ days after intramammary clinical mastitis treatment;

however, the spontaneous CL remained on the same level.
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Granulocyty oboj¢tnochtonne (PMN) stanowia naj-
wazniejszy sktadnik systemu obronnego gruczotu mle-
kowego. Przedostanie si¢ drobnoustrojow do wnetrza
wymienia powoduje aktywacj¢ tych komorek. Stan ten
jest efektem kontaktu z czynnikami chemotaktyczny-
mi, wytwarzanymi zard6wno przez organizm gospoda-
rza, jak 1 mikroorganizmy. Skutkiem aktywacji sa
zmiany w morfologii komorki oraz wzrost ekspres;ji
receptorow. Nawet w zlokalizowanej postaci zapale-
nia uwalniane mediatory tego procesu przedostaja si¢
do krwiobiegu 1 d21a}ajq ogdlnoustrojowo, wptywajac
na stan czynnos$ciowy granulocytow. Obserwuje sig
naptyw PMN do miejsca objetego procesem zapalnym
ze wszystkich dostepnych obszarow — obwodowego,
puli marginalnej i szpiku (4, 13, 15, 18).

Do oceny zmian metabolizmu tlenowego, towarzy-
szacych aktywacji granulocytow stuza badania pozio-
mu chemiluminescencji (CL), ktora jest zjawiskiem
generowania fotonow §wiatta podczas reakcji chemicz-
nych. Badanie chemiluminescencji neutrofilow moze

* Badania zrealizowano w ramach projektu badawczego nr 2 PO6K 048 26
finansowanego przez KBN.

by¢ przydatne do diagnostyki stanu zapalnego. CL gra-
nulocytow jest podwyzszona w ostrych i przewleldych
stanach zapalnych, niezaleznie od ich etlologn 1 ro-
dzaju uzytej sondy. Chemiluminescencj¢ mozna wy-
wota¢, miedzy innymi, przez zajecie receptorow dla
zwiazkdéw chemotaktycznych za pomoca formylo-
-metionylo-leucylo-fenyloalaniny (fMLP), receptoréw
dla fragmentow Fc przeciwcial i dopelniacza przy
uzyciu opsonizowanego zymosanu (OZ) oraz droga
pozareceptorowa, bezposrednio pobudzajac kinaze
biatkowa C, z pominigciem interakcji ligand-receptor
uzywajac estru forbolu (PMA). Pomiar CL zaleznej
od luminolu koreluje ze stanem funkcjonalnym gra-
nulocytow 1 dotyczy produktow zwigzanych z aktyw-
nos$cig peroksydazowa. Badania prowadzone w pelnej
krwi wykluczaja mozliwo$¢ aktywacji tych komoérek
podczas izolacji (5, 8, 22).

Celem badan byta ocena spontanicznej 1 stymulo-
wanej aktywnosci metabolicznej neutrofilow w pel-
nej krwi kréw zdrowych oraz z klinicznym 1 pod-
klinicznym zapaleniem wymienia wraz z wplywem
leczenia mastitis na stan aktywacji tych komorek.
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Materiat i metody

Badania przeprowadzono na 10 krowach zdrowych, 10
z podklinicznym i 10 z klinicznym zapaleniem wymienia.
Leczenie zwierzat wykazujacych kliniczng posta¢ mastitis
polegato na 3-krotnej aplikacji dowymieniowej preparatu
zawierajacego amoksycyling z kwasem klawulanowym
i prednizolon w odstgpach 12 godz. Wszystkie krowy byty
w podobnej fazie laktacji (migdzy 15. a 70. dniem po wy-
cieleniu). Krew pobrano do probowek heparynizowanych
(system Vacutainer) w dniu rozpoczecia leczenia (lub ob-
serwacji w przypadku krow zdrowych i z zapaleniem pod-
klinicznym) oraz w 72. 1 168. godzinie, liczac od tego mo-
mentu. Wskazniki hematologiczne oznaczono przy uzyciu
analizatora Sysmex F800, a liczbg komorek somatycznych
przy uzyciu Fossomatic 90. W krwi pelnej z zyty mlecznej
1 naczyn ogona okreslono wielko$¢ CL, wedlug nastepuja-
cego schematu: — bez stymulacji; — stymulacja fMLP;
—stymulacja OZ; — stymulacja PMA. Oznaczenia wykona-
no metoda kinetyczna w temp. 38°C, rejestrujac wskaza-
nia luminometru przez 40 min. w odstgpach 5S-minutowych.
Pomiar6w chemiluminescencji zaleznej od luminolu z wy-
korzystaniem pola powierzchni pod krzywa w okre§lonym
przedziale czasu (integrate), wyrazajacego calkowita ilos¢
swiatta wyemitowana przez komorki, dokonano przy po-
mocy luminometru BioOrbit 1251.

Stosowano nastgpujace odczynniki: luminol (Sigma)
W postaci substancji, ktora rozpuszczono w 0,4% roztwo-
rze NaOH do stgzenia 28 pmol/l; zymosan (Sigma) —
100 mg zymosanu zawieszono w mieszaninie 10 ml PBS
1 10 ml osocza pochodzacego od 5 zdrowych kroéw, miesza-
ning inkubowano w 38°C przez 30 min., po odwirowaniu
osad zawieszono w 10 ml PBS, a po trzykrotnym ptukaniu
osad zawieszono w PBS, aby koncowe stgzenie wynosito
0,3 mg/ml; PMA (Sigma) w iloéci 5 mg rozpuszczono w 5 ml
96% etanolu, a nastgpnie w PBS do stgzenia 200 ng/ml;
fMLP (Sigma) w ilosci 5 mg rozpuszczono w 4,56 ml
DMSO, z roztworu macierzystego przygotowano odczyn-
nik roboczy w PBS o stgzeniu 2 x 10°M.

Objetosci i kolejnos¢ dodawanych odczynnikow przed-
stawiono w tab. 1.

Otrzymane wartosci skorygowano wedtug wzoru:

CL x Hb (%)

WBC (tys./ul) x PMN (%) x 1,5

Przy doborze stymulatoréw kierowano si¢ mechanizma-
mi, przez ktore dany zwiazek powoduje uruchomienie re-
akcji wybuchu oddechowego.

Catkowity stan antyoksydacyjny osocza oceniano meto-
da kolorymetryczna oparta na redukcji powstawania katio-

obliczona

Tab. 1. ObjetosSci (ul) i kolejnos¢ dodawanych odczynnikow

Ptyny L "

i odezynniki styr(l;usl?cu 0z fMLP PMA
PBS 200 100 100 100
Luminol 100 100 100 100
Krew petna 150 150 150 150
Stymulator 100 100 100
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norodnika ABTS®+. Badanie przeprowadzono uzywajac
odczynnikéw firmy Randox.

Wyniki oceniano przy uzyciu testu t-Studenta dla prob
zaleznych oraz za pomoca analizy wariancji ANOVA
w klasyfikacji pojedynczej przy poziomie istotnosci
p <0,05.

Wyniki i omowienie

Srednia liczba komérek somatycznych wynosita
w grupie krow zdrowych 82 000 + 70 000/ml, w grupie
z zapaleniami podklinicznymi 1 323 000 + 1 141 000/
ml, a w grupie z zapaleniami klinicznymi 5 437 000
+ 2 855 000/ml (u 3 kréw z tej grupy nie oznaczono
liczby komorek somatycznych ze wzgledu na ropny
charakter wydzieliny).

Kazda krowa cechowata si¢ indywidualnym pozio-
mem aktywnosci PMN, co wskazuje na duza zmien-
no$¢ osobnicza. Wielkos¢ wybuchu tlenowego neu-
trofilow determinowana jest takze wiekiem i faza
laktacji (2, 10, 12). Nie wykazano istotnych réznic
migdzy CL krwi obwodowej a CL krwi odptywajacej
z wymienia, niezaleznie od uzytego stymulatora i sta-
nu zdrowotnego gruczotu mlekowego (tab. 2), dlate-
go dalszych analiz dokonywano na warto$ciach CL
krwi odplywajacej z wymienia. Zapalenie kliniczne
spowodowato znamienny wzrost CL spontanicznej
w porownaniu do krow zdrowych. Wptyneto rowniez
na istotny wzrost CL stymulowanej zarowno droga re-
ceptorowa, jak i pozareceptorowa w porownaniu z gru-
pa kontrolna i z grupa z zapaleniem podklinicznym.
CL stymulowana fMLP pozostawata na poziomie CL
spontanicznej we wszystkich grupach kréw. Neutrofi-
le krow zdrowych odpowiadaty z podobnym natgze-
niem na aktywacj¢ zarowno droga receptorowa, jak
1 pozareceptorowa, w przeciwienstwie do krow z za-
paleniem podklinicznym, u ktorych stymulacja PMA

Tab. 2. Aktywno$¢ PMN w krwi odplywajacej z wymienia
i krwi obwodowej krow zdrowych i krow z zapaleniem wy-
mienia (X £ SD; n =10)

Stan gruczotu . .
miekowego Stymulator Zyta mleczna Naczynia ogona

BS 4812 + 204 471 + 197
fMLP 4912 + 189 478 + 159

Zdrowy
0z 12692 + 427 1125 + 258
PMA 11292 + 523 1432 + 703
BS 885 + 337 854 + 316
Zapalenie fMLP 895 + 300 927 + 307
podkliniczne 0z 11592 + 458 1136 = 359
PMA 1725 + 436 1593 + 456
BS 1097 + 772 900 = 734
Zapalenie fMLP 1251P + 863 1010 + 869
kliniczne 0z 2279 + 1130 1876 + 834
PMA 1745 + 948 1926 + 875

Objasnienie: a, b — roznice istotne dla p < 0,05
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wywotala istotnie wyzsza CL niz opsonizowany zy-
mosan. W grupie kréw z zapaleniem klinicznym sil-
niejszym stymulatorem byt OZ niz PMA. Granulocy-
ty krow z zapaleniem podklinicznym cechowaty sig
staba reakcja na stymulatory, przy jednoczesnej nad-
produkcji reaktywnych form tlenu (wartos$¢ ilorazu
»integrate” bez stymulacji do wartosci ,,integrate” ze
stymulatorem 0,76). U krow zdrowych iloraz ten wy-
nosi 0,38, wobec 0,48 u krow z zapaleniem klinicz-
nym. Uzyskane wynlkl potwierdzaja, ze zapalenie gru-
czotu mlekowego nie jest jedynie procesem miejsco-
wym, ograniczonym do danej ¢wiartki, ale oddziaty-

wuje rOwniez na caly organizm, co wptywa na funkcje
krazacych granulocytow.

Podanie dowymieniowe antybiotyku spowodowato
obnizenie CL stymulowanej OZ w 3.1 7. dniu od roz-
poczecia leczenia. Uzyskane roznice byty na granicy
istotnos$ci (p = 0,057). Obserwowano réwniez spadek
CL po stymulacji PMA. Chemiluminescencja sponta-
niczna i indukowana fMLP pozostawata na podobnym
poziomie w kolejnych dniach po leczeniu (tab. 3).

Z danych pismiennictwa wynika, ze PMN bydla
cechuja si¢ brakiem receptoréw dla fMLP. Formylo-
metionylowe peptydy, ktorych syntetycznym analo-
giem jest fMLP, nie wywotuja chemotaksji neutrofi-
16w bydlecych (19, 20). Uzyskane wyniki potwierdzaja,
ze fMLP nie stymuluje wybuchu tlenowego granulo-
cytow. Niektore badania pokazuja jednak, Ze recepto-
ry dla fMLP na neutrofilach tego gatunku moga by¢
utajone, a mechanizmy ich ekspresji sa nieznane. Wy-
kazano bowiem wzrost CL stymulowanej fMLP
w wysokim st¢zeniu (2 X 10 M) przez PMN kréow.
Wybuch tlenowy wzrastat, kiedy pomiar poprzedzony
byl preinkubacja z mieloperoksydaza (3).

Inwazja bakterii do gruczotu mlekowego wptywa
na aktywacjg¢ komorek srodbtonka i wydzielanie cyto-
kin (IL-1, IL-8, TNF-«) przez komorki epitelialne (1).
Uwalnianie cytokin prozapalnych przez te komorki jest
spolaryzowane w kierunku przypodstawnobocznym,
co sprzyja nie tylko naptywowi PMN do gruczotu mle-
kowego, ale takze aktywacji neutrofiléw w krwi ob-
wodowej (17). Skutkiem aktywacji jest, migdzy inny-
mi, wzrost ekspresji receptorow dla czynnikow che-
motaktycznych. U kréw z chronicznym zapaleniem
wymienia wywolanym przez Staph. aureus nie stwier-
dzono zmian w ekspresji receptorow btonowych neu-
trofilow krwi obwodowej, jak réwniez zmian w sub-
populacji limfocytow (16). Wykazano jednak, ze 83%
krow z ta postacia mastitis cechuje si¢ obecnos$cia spe-
cyficznych przeciwciat klasy IgG, podczas gdy u 17%
zwierzat ich nie wykryto (7). Stan zapalny wymienia
indukowany podaniem LPS powoduje obnizenie CL
neutrofilow (11).

Funkcje opsonizujace u bydta spetniaja gtownie
przeciwciata klasy IgM 1 IgG2. Wigkszo$¢ obecnych
w krwi PMN wiaze IgM, co wskazuje, ze te wlasnie
przeciwciala sa istotne dla fagocytozy. Rozpoznanie
immunologiczne bakterii nastgpuje przez region Fab,
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Tab. 3. Aktywno$¢ granulocytow obojetnochlonnych krwi
kréw przed i po leczeniu mastitis

Stymulator 0. dzien 3. dzien 7. dzien
BS 1097 + 772 1152 + 883 1301 + 816
fMLP 1251 + 863 1182 + 798 1368 + 824
0z 2279 + 1130 1535 + 985 1577 + 927
PMA 1745 + 948 1302 + 765 1370 + 821

Tab. 4. Wplyw stanu zdrowotnego gruczolu mlekowego na
calkowity stan antyoksydacyjny osocza (TAS mmol/l)

. Stan gruczotu mlekowego
Rodzaj krwi - -
zdrowy zap. podkliniczne zap. kliniczne
Zyta mleczna 0,312 + 0,166 0,199 + 0,116 0,243 + 0,178
Naczynia ogona | 0,311 + 0,150 0,210 + 0,100 0,261* + 0,184

Objasnienie: * —p < 0,05

a wigzanie z PMN przez Fc. Zdolnos¢ PMN do ruchu
1fagocytozy jest, migdzy innymi, uwarunkowana obec-
noscig receptorow blonowych, ktére pozwalaja na wia-
zanie immunoglobulin i wykrywanie chemoatraktan-
tow (14).

W przeprowadzonych badaniach wykazano wzmo-
zona aktywno$¢ metaboliczna neutrofilow, oceniana
testem CL, u kréw z klinicznym zapaleniem wymie-
nia. Moze to wskazywac¢ na skuteczne dziatanie ukta-
du immunologicznego. Wielko$¢ CL jest zwigzana
z bakteriobdjcza zdolno$cia granulocytéw obojetno-
chtonnych. W grupie kréw z podklinicznym zapale-
niem nie wykazano istotnego wzrostu CL po stymula-
cji PMA 1 OZ. Stabsza odpowiedz na aktywacj¢ za-
réwno droga receptorowa, jak i pozareceptorowa moze
by¢ wynikiem dlugotrwatej stymulacji wywotanej
przez mediatory zapalenia i prowadzacej do funkcjo-
nalnego wyczerpywania si¢ komorek. W podobnych
badaniach, w ktoérych jako wynik pomiaru przyjeto
maksymalna warto$¢ CL (szczyt), uzyskano odmien-
ne wyniki. Najbardziej podatne na stymulacj¢ OZ byly
granulocyty krow wykazujacych mastitis subclinica,
a CL spontaniczna u krow z objawami klinicznymi byta
nizsza niz u zdrowych (9).

Granulocyty obojetnochtonne moga znajdowac si¢
w roznych stanach funkcjonalnych. Neutrofile zwie-
rzat zdrowych wykazuja tzw. spoczynkowa aktywnos¢
CL. W ostrych i przewlektych stanach zapalnych PMN
moga by¢ w stanie aktywacji, preaktywacji lub wy-
czerpania. U krow z podklinicznym zapaleniem wy-
mienia odpowiedz na stymulatory byta staba, co wska-
zuje na obnizenie si¢ metabolizmu tlenowego neutro-
filéw. Moze by¢ to spowodowane wyczerpywaniem
si¢ rezerw energetycznych tych komorek, na skutek
chronicznego przebiegu zapalenia podklinicznego.
Obnizenie CL zwiazane tez jest ze zmniejszeniem licz-
by Fc receptorow na skutek ztuszczania lub internali-
zacji. O przejsciu zapalenia w stan przewlekty lub tez
0 wygaszeniu tego procesu decyduje ilo$¢ naptywaja-
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cych leukocytow z krazenia i czas ich przezycia oraz
szybko$¢ usuwania tych komorek przez makrofagi
(21).

Oceniajac catkowity stan antyoksydacyjny osocza,
za ktory odpowiadaja molekuly niskoczasteczkowe (6),
nie stwierdzono istotnych réznic migdzy grupami zwie-
rzat (tab. 4). Krowy zdrowe cechowaty si¢ jednak naJ-
wyzszym Srednim poziomem TAS, podczas gdy naj-
nizsze warto$ci obserwowano u kréw z zapaleniem
podklinicznym. Obnizona warto$¢ pojemnosci anty-
oksydacyjnej u krow z zapaleniem podklinicznym
moze wskazywac, ze jest to rOwnoczesnie zapalenie
przewlekte, a niskie wartosci TAS moga by¢ skutkiem
dlugotrwaiego utrzymywania sig podwyzszonego ste-
zenia reaktywnych form tlenu (RFT). W grupie kréw
z zapaleniem klinicznym odnotowano istotna r6znice
migdzy TAS krwi odptywajacej z wymienia, a krwia
obwodowa. Zwigkszone wytwarzanie RFT w gruczo-
le mlekowym, wywotane gwaltownym naplywem
PMN u tych zwierzat, moze przyczynia¢ sig¢ do obni-
zenia TAS w krwi odplywajacej z wymienia. Nie
stwierdzono wplywu dowymlenloweJ aphkacp prepa-
ratu antybiotykowego na zmiang poziom TAS w ko-
lejnych dniach badan.

Z przeprowadzonych badan wynika, ze w krwi krow
z kliniczna postacia mastitis ma miejsce nasilona che-
miluminescencja spontaniczna i indukowana gléwnie
droga receptorowa, potaczona z istotnym zmniejsze-
niem potencjatu antyoksydacyjnego. U krow z pod-
kliniczna postacia mastitis widoczne jest ostabienie
metabolizmu tlenowego neutrofiléw, a gtowna droga
stymulacji jest droga pozareceptorowa.
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