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Granulocyty obojêtnoch³onne (PMN) stanowi¹ naj-
wa¿niejszy sk³adnik systemu obronnego gruczo³u mle-
kowego. Przedostanie siê drobnoustrojów do wnêtrza
wymienia powoduje aktywacjê tych komórek. Stan ten
jest efektem kontaktu z czynnikami chemotaktyczny-
mi, wytwarzanymi zarówno przez organizm gospoda-
rza, jak i mikroorganizmy. Skutkiem aktywacji s¹
zmiany w morfologii komórki oraz wzrost ekspresji
receptorów. Nawet w zlokalizowanej postaci zapale-
nia uwalniane mediatory tego procesu przedostaj¹ siê
do krwiobiegu i dzia³aj¹ ogólnoustrojowo, wp³ywaj¹c
na stan czynno�ciowy granulocytów. Obserwuje siê
nap³yw PMN do miejsca objêtego procesem zapalnym
ze wszystkich dostêpnych obszarów � obwodowego,
puli marginalnej i szpiku (4, 13, 15, 18).

Do oceny zmian metabolizmu tlenowego, towarzy-
sz¹cych aktywacji granulocytów s³u¿¹ badania pozio-
mu chemiluminescencji (CL), która jest zjawiskiem
generowania fotonów �wiat³a podczas reakcji chemicz-
nych. Badanie chemiluminescencji neutrofilów mo¿e

byæ przydatne do diagnostyki stanu zapalnego. CL gra-
nulocytów jest podwy¿szona w ostrych i przewlek³ych
stanach zapalnych, niezale¿nie od ich etiologii i ro-
dzaju u¿ytej sondy. Chemiluminescencjê mo¿na wy-
wo³aæ, miêdzy innymi, przez zajêcie receptorów dla
zwi¹zków chemotaktycznych za pomoc¹ formylo-
-metionylo-leucylo-fenyloalaniny (fMLP), receptorów
dla fragmentów Fc przeciwcia³ i dope³niacza przy
u¿yciu opsonizowanego zymosanu (OZ) oraz drog¹
pozareceptorow¹, bezpo�rednio pobudzaj¹c kinazê
bia³kow¹ C, z pominiêciem interakcji ligand�receptor
u¿ywaj¹c estru forbolu (PMA). Pomiar CL zale¿nej
od luminolu koreluje ze stanem funkcjonalnym gra-
nulocytów i dotyczy produktów zwi¹zanych z aktyw-
no�ci¹ peroksydazow¹. Badania prowadzone w pe³nej
krwi wykluczaj¹ mo¿liwo�æ aktywacji tych komórek
podczas izolacji (5, 8, 22).

Celem badañ by³a ocena spontanicznej i stymulo-
wanej aktywno�ci metabolicznej neutrofilów w pe³-
nej krwi krów zdrowych oraz z klinicznym i pod-
klinicznym zapaleniem wymienia wraz z wp³ywem
leczenia mastitis na stan aktywacji tych komórek.
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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 3rd and 7th 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 3rd and 7th days after intramammary clinical mastitis treatment;
however, the spontaneous CL remained on the same level.
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Materia³ i metody
Badania przeprowadzono na 10 krowach zdrowych, 10

z podklinicznym i 10 z klinicznym zapaleniem wymienia.
Leczenie zwierz¹t wykazuj¹cych kliniczn¹ postaæ mastitis
polega³o na 3-krotnej aplikacji dowymieniowej preparatu
zawieraj¹cego amoksycylinê z kwasem klawulanowym
i prednizolon w odstêpach 12 godz. Wszystkie krowy by³y
w podobnej fazie laktacji (miêdzy 15. a 70. dniem po wy-
cieleniu). Krew pobrano do probówek heparynizowanych
(system Vacutainer) w dniu rozpoczêcia leczenia (lub ob-
serwacji w przypadku krów zdrowych i z zapaleniem pod-
klinicznym) oraz w 72. i 168. godzinie, licz¹c od tego mo-
mentu. Wska�niki hematologiczne oznaczono przy u¿yciu
analizatora Sysmex F800, a liczbê komórek somatycznych
przy u¿yciu Fossomatic 90. W krwi pe³nej z ¿y³y mlecznej
i naczyñ ogona okre�lono wielko�æ CL, wed³ug nastêpuj¹-
cego schematu: � bez stymulacji; � stymulacja fMLP;
� stymulacja OZ; � stymulacja PMA. Oznaczenia wykona-
no metod¹ kinetyczn¹ w temp. 38°C, rejestruj¹c wskaza-
nia luminometru przez 40 min. w odstêpach 5-minutowych.
Pomiarów chemiluminescencji zale¿nej od luminolu z wy-
korzystaniem pola powierzchni pod krzyw¹ w okre�lonym
przedziale czasu (integrate), wyra¿aj¹cego ca³kowit¹ ilo�æ
�wiat³a wyemitowan¹ przez komórki, dokonano przy po-
mocy luminometru BioOrbit 1251.

Stosowano nastêpuj¹ce odczynniki: luminol (Sigma)
w postaci substancji, któr¹ rozpuszczono w 0,4% roztwo-
rze NaOH do stê¿enia 28 µmol/l; zymosan (Sigma) �
100 mg zymosanu zawieszono w mieszaninie 10 ml PBS
i 10 ml osocza pochodz¹cego od 5 zdrowych krów, miesza-
ninê inkubowano w 38°C przez 30 min., po odwirowaniu
osad zawieszono w 10 ml PBS, a po trzykrotnym p³ukaniu
osad zawieszono w PBS, aby koñcowe stê¿enie wynosi³o
0,3 mg/ml; PMA (Sigma) w ilo�ci 5 mg rozpuszczono w 5 ml
96% etanolu, a nastêpnie w PBS do stê¿enia 200 ng/ml;
fMLP (Sigma) w ilo�ci 5 mg rozpuszczono w 4,56 ml
DMSO, z roztworu macierzystego przygotowano odczyn-
nik roboczy w PBS o stê¿eniu 2 × 10�6 M.

Objêto�ci i kolejno�æ dodawanych odczynników przed-
stawiono w tab. 1.

Otrzymane warto�ci skorygowano wed³ug wzoru:
CL

zmierzona
 × Hb (%)

CL
obliczona

 =
WBC (tys./µl) × PMN (%) × 1,5

Przy doborze stymulatorów kierowano siê mechanizma-
mi, przez które dany zwi¹zek powoduje uruchomienie re-
akcji wybuchu oddechowego.

Ca³kowity stan antyoksydacyjny osocza oceniano meto-
d¹ kolorymetryczn¹ opart¹ na redukcji powstawania katio-

norodnika ABTS°+. Badanie przeprowadzono u¿ywaj¹c
odczynników firmy Randox.

Wyniki oceniano przy u¿yciu testu t-Studenta dla prób
zale¿nych oraz za pomoc¹ analizy wariancji ANOVA
w klasyfikacji pojedynczej przy poziomie istotno�ci
p < 0,05.

Wyniki i omówienie
�rednia liczba komórek somatycznych wynosi³a

w grupie krów 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 krów z tej grupy nie oznaczono
liczby komórek somatycznych ze wzglêdu na ropny
charakter wydzieliny).

Ka¿da krowa cechowa³a siê indywidualnym pozio-
mem aktywno�ci PMN, co wskazuje na du¿¹ zmien-
no�æ osobnicz¹. Wielko�æ wybuchu tlenowego neu-
trofilów determinowana jest tak¿e wiekiem i faz¹
laktacji (2, 10, 12). Nie wykazano istotnych ró¿nic
miêdzy CL krwi obwodowej a CL krwi odp³ywaj¹cej
z wymienia, niezale¿nie od u¿ytego stymulatora i sta-
nu zdrowotnego gruczo³u mlekowego (tab. 2), dlate-
go dalszych analiz dokonywano na warto�ciach CL
krwi odp³ywaj¹cej z wymienia. Zapalenie kliniczne
spowodowa³o znamienny wzrost CL spontanicznej
w porównaniu do krów zdrowych. Wp³ynê³o równie¿
na istotny wzrost CL stymulowanej zarówno drog¹ re-
ceptorow¹, jak i pozareceptorow¹ w porównaniu z gru-
p¹ kontroln¹ i z grup¹ z zapaleniem podklinicznym.
CL stymulowana fMLP pozostawa³a na poziomie CL
spontanicznej we wszystkich grupach krów. Neutrofi-
le krów zdrowych odpowiada³y z podobnym natê¿e-
niem na aktywacjê zarówno drog¹ receptorow¹, jak
i pozareceptorow¹, w przeciwieñstwie do krów z za-
paleniem podklinicznym, u których stymulacja PMA

Tab. 1. Objêto�ci (µl) i kolejno�æ dodawanych odczynników

yny³P
ikinnyzcdoi

zeB
ijcalumyts

)SB(
ZO PLMf AMP

SBP 002 001 001 001

lonimuL 001 001 001 001

an³epwerK 051 051 051 051

rotalumytS 001 001 001

Tab. 2. Aktywno�æ PMN w krwi odp³ywaj¹cej z wymienia
i krwi obwodowej krów zdrowych i krów z zapaleniem wy-
mienia (�x ± SD; n = 10)

Obja�nienie: a, b � ró¿nice istotne dla p < 0,05

u³ozcurgnatS
ogewokelm

rotalumytS anzcelma³y¯ anogoainyzcaN

ywordZ

SB 1 184 a 402± 1 791±174

PLMf 1 194 a 981± 1 951±874

ZO 9621 a 724± 852±5211

AMP 9211 a 325± 307±2341

einelapaZ
enzcinilkdop

SB 11 733±588 1 613±458

PLMf 11 003±598 1 703±729

ZO 9511 a 854± 953±6311

AMP 1 634±5271 654±3951

einelapaZ
enzcinilk

SB 7901 b 277± 1 437±009

PLMf 1521 b 368± 968±0101

ZO 0 9722 b 0311± 438±6781

AMP 5471 b 849± 578±6291



Medycyna Wet. 2006, 62 (11)1290

wywo³a³a istotnie wy¿sz¹ CL ni¿ opsonizowany zy-
mosan. W grupie krów z zapaleniem klinicznym sil-
niejszym stymulatorem by³ OZ ni¿ PMA. Granulocy-
ty krów z zapaleniem podklinicznym cechowa³y siê
s³ab¹ reakcj¹ na stymulatory, przy jednoczesnej nad-
produkcji reaktywnych form tlenu (warto�æ ilorazu
�integrate� bez stymulacji do warto�ci �integrate� ze
stymulatorem 0,76). U krów zdrowych iloraz ten wy-
nosi 0,38, wobec 0,48 u krów z zapaleniem klinicz-
nym. Uzyskane wyniki potwierdzaj¹, ¿e zapalenie gru-
czo³u mlekowego nie jest jedynie procesem miejsco-
wym, ograniczonym do danej æwiartki, ale oddzia³y-
wuje równie¿ na ca³y organizm, co wp³ywa na funkcjê
kr¹¿¹cych granulocytów.

Podanie dowymieniowe antybiotyku spowodowa³o
obni¿enie CL stymulowanej OZ w 3. i 7. dniu od roz-
poczêcia leczenia. Uzyskane ró¿nice by³y na granicy
istotno�ci (p = 0,057). Obserwowano równie¿ spadek
CL po stymulacji PMA. Chemiluminescencja sponta-
niczna i indukowana fMLP pozostawa³a na podobnym
poziomie w kolejnych dniach po leczeniu (tab. 3).

Z danych pi�miennictwa wynika, ¿e PMN byd³a
cechuj¹ siê brakiem receptorów dla fMLP. Formylo-
metionylowe peptydy, których syntetycznym analo-
giem jest fMLP, nie wywo³uj¹ chemotaksji neutrofi-
lów bydlêcych (19, 20). Uzyskane wyniki potwierdzaj¹,
¿e fMLP nie stymuluje wybuchu tlenowego granulo-
cytów. Niektóre badania pokazuj¹ jednak, ¿e recepto-
ry dla fMLP na neutrofilach tego gatunku mog¹ byæ
utajone, a mechanizmy ich ekspresji s¹ nieznane. Wy-
kazano bowiem wzrost CL stymulowanej fMLP
w wysokim stê¿eniu (2 × 10�4 M) przez PMN krów.
Wybuch tlenowy wzrasta³, kiedy pomiar poprzedzony
by³ preinkubacj¹ z mieloperoksydaz¹ (3).

Inwazja bakterii do gruczo³u mlekowego wp³ywa
na aktywacjê komórek �ródb³onka i wydzielanie cyto-
kin (IL-1, IL-8, TNF-a) przez komórki epitelialne (1).
Uwalnianie cytokin prozapalnych przez te komórki jest
spolaryzowane w kierunku przypodstawnobocznym,
co sprzyja nie tylko nap³ywowi PMN do gruczo³u mle-
kowego, ale tak¿e aktywacji neutrofilów w krwi ob-
wodowej (17). Skutkiem aktywacji jest, miêdzy inny-
mi, wzrost ekspresji receptorów dla czynników che-
motaktycznych. U krów z chronicznym zapaleniem
wymienia wywo³anym przez Staph. aureus nie stwier-
dzono zmian w ekspresji receptorów b³onowych neu-
trofilów krwi obwodowej, jak równie¿ zmian w sub-
populacji limfocytów (16). Wykazano jednak, ¿e 83%
krów z t¹ postaci¹ mastitis cechuje siê obecno�ci¹ spe-
cyficznych przeciwcia³ klasy IgG, podczas gdy u 17%
zwierz¹t ich nie wykryto (7). Stan zapalny wymienia
indukowany podaniem LPS powoduje obni¿enie CL
neutrofilów (11).

Funkcje opsonizuj¹ce u byd³a spe³niaj¹ g³ównie
przeciwcia³a klasy IgM i IgG2. Wiêkszo�æ obecnych
w krwi PMN wi¹¿e IgM, co wskazuje, ¿e te w³a�nie
przeciwcia³a s¹ istotne dla fagocytozy. Rozpoznanie
immunologiczne bakterii nastêpuje przez region Fab,

a wi¹zanie z PMN przez Fc. Zdolno�æ PMN do ruchu
i fagocytozy jest, miêdzy innymi, uwarunkowana obec-
no�ci¹ receptorów b³onowych, które pozwalaj¹ na wi¹-
zanie immunoglobulin i wykrywanie chemoatraktan-
tów (14).

W przeprowadzonych badaniach wykazano wzmo-
¿on¹ aktywno�æ metaboliczn¹ neutrofilów, ocenian¹
testem CL, u krów z klinicznym zapaleniem wymie-
nia. Mo¿e to wskazywaæ na skuteczne dzia³anie uk³a-
du immunologicznego. Wielko�æ CL jest zwi¹zana
z bakteriobójcz¹ zdolno�ci¹ granulocytów obojêtno-
ch³onnych. W grupie krów z podklinicznym zapale-
niem nie wykazano istotnego wzrostu CL po stymula-
cji PMA i OZ. S³absza odpowied� na aktywacjê za-
równo drog¹ receptorow¹, jak i pozareceptorow¹ mo¿e
byæ wynikiem d³ugotrwa³ej stymulacji wywo³anej
przez mediatory zapalenia i prowadz¹cej do funkcjo-
nalnego wyczerpywania siê komórek. W podobnych
badaniach, w których jako wynik pomiaru przyjêto
maksymaln¹ warto�æ CL (szczyt), uzyskano odmien-
ne wyniki. Najbardziej podatne na stymulacjê OZ by³y
granulocyty krów wykazuj¹cych mastitis subclinica,
a CL spontaniczna u krów z objawami klinicznymi by³a
ni¿sza ni¿ u zdrowych (9).

Granulocyty obojêtnoch³onne mog¹ znajdowaæ siê
w ró¿nych stanach funkcjonalnych. Neutrofile zwie-
rz¹t zdrowych wykazuj¹ tzw. spoczynkow¹ aktywno�æ
CL. W ostrych i przewlek³ych stanach zapalnych PMN
mog¹ byæ w stanie aktywacji, preaktywacji lub wy-
czerpania. U krów z podklinicznym zapaleniem wy-
mienia odpowied� na stymulatory by³a s³aba, co wska-
zuje na obni¿enie siê metabolizmu tlenowego neutro-
filów. Mo¿e byæ to spowodowane wyczerpywaniem
siê rezerw energetycznych tych komórek, na skutek
chronicznego przebiegu zapalenia podklinicznego.
Obni¿enie CL zwi¹zane te¿ jest ze zmniejszeniem licz-
by Fc receptorów na skutek z³uszczania lub internali-
zacji. O przej�ciu zapalenia w stan przewlek³y lub te¿
o wygaszeniu tego procesu decyduje ilo�æ nap³ywaj¹-

Tab. 3. Aktywno�æ granulocytów obojêtnoch³onnych krwi
krów przed i po leczeniu mastitis

Tab. 4. Wp³yw stanu zdrowotnego gruczo³u mlekowego na
ca³kowity stan antyoksydacyjny osocza (TAS mmol/l)

Obja�nienie: * � p < 0,05

rotalumytS ñeizd.0 ñeizd.3 ñeizd.7

SB 277±7901 388±2511 618±1031

PLMf 368±1521 897±2811 428±8631

ZO 0311±9722 589±5351 729±7751

AMP 849±5471 567±2031 128±0731

iwrkjazdoR
ogewokelmu³ozcurgnatS

ywordz enzcinilkdop.paz enzcinilk.paz

anzcelma³y¯ 661,0±213,0 611,0±991,0 871,0±342,0

anogoainyzcaN 051,0±113,0 001,0±012,0 481,0±*162,0
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cych leukocytów z kr¹¿enia i czas ich prze¿ycia oraz
szybko�æ usuwania tych komórek przez makrofagi
(21).

Oceniaj¹c ca³kowity stan antyoksydacyjny osocza,
za który odpowiadaj¹ moleku³y niskocz¹steczkowe (6),
nie stwierdzono istotnych ró¿nic miêdzy grupami zwie-
rz¹t (tab. 4). Krowy zdrowe cechowa³y siê jednak naj-
wy¿szym �rednim poziomem TAS, podczas gdy naj-
ni¿sze warto�ci obserwowano u krów z zapaleniem
podklinicznym. Obni¿ona warto�æ pojemno�ci anty-
oksydacyjnej u krów z zapaleniem podklinicznym
mo¿e wskazywaæ, ¿e jest to równocze�nie zapalenie
przewlek³e, a niskie warto�ci TAS mog¹ byæ skutkiem
d³ugotrwa³ego utrzymywania siê podwy¿szonego stê-
¿enia reaktywnych form tlenu (RFT). W grupie krów
z zapaleniem klinicznym odnotowano istotn¹ ró¿nicê
miêdzy TAS krwi odp³ywaj¹cej z wymienia, a krwi¹
obwodow¹. Zwiêkszone wytwarzanie RFT w gruczo-
le mlekowym, wywo³ane gwa³townym nap³ywem
PMN u tych zwierz¹t, mo¿e przyczyniaæ siê do obni-
¿enia TAS w krwi odp³ywaj¹cej z wymienia. Nie
stwierdzono wp³ywu dowymieniowej aplikacji prepa-
ratu antybiotykowego na zmianê poziom TAS w ko-
lejnych dniach badañ.

Z przeprowadzonych badañ wynika, ¿e w krwi krów
z kliniczn¹ postaci¹ mastitis ma miejsce nasilona che-
miluminescencja spontaniczna i indukowana g³ównie
drog¹ receptorow¹, po³¹czona z istotnym zmniejsze-
niem potencja³u antyoksydacyjnego. U krów z pod-
kliniczn¹ postaci¹ mastitis widoczne jest os³abienie
metabolizmu tlenowego neutrofilów, a g³ówn¹ drog¹
stymulacji jest droga pozareceptorowa.
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