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W mleku i krwi krow zdrowych i z zapaleniem wymienia oznaczono zawartosé
kwaséw nukleinowych. Stwierdzono zaleinosé pomiedzy liczhq komdrek somatycznych
w mleku i ilosciq kwaséw nukleinowych oraz wzrost zawartosci kwasow nukleinowych
we krwi krow z zapaleniem wymienia.

WSTEP

Kwasy nukleinowe sa obok bialek podstawowymi skladnikami komoérek. Wy-
stepuja one w jadrach komérkowych, mitochondriach, mikrosomach i w rozpuszczal-
nych frakcjach komérek.

Zrédlem kwaséw nukleinowych w mleku sa przede wszystkim komérki somatyczne
1 bakteryjne. Obecnoéé¢ komérek somatycznych w mleku mozna tlumaczyé przecho-
dzeniem do niego komoérek nablonka pecherzykow, przewodéw i zatok mlecznych
oraz skladnikéw morfotycznych krwi i limfy. Zawarto$¢ kwaséw nukleinowych
w mleku jest dobrym wskaznikiem stanu zdrowotnego krowy. Mleko charakteryzujace
si¢ niska zawartoscia komorek, ponizej 300 tys./cm?3, uznawane jest za pochodzace od
kréw wolnych od mastitis.

Spozywanie przez czlowieka mleka i jego przetwordéw bogatych w kwasy nukleinowe
jest problemem zywieniowym, $ci$le zwiazanym z metabolizmem tych zwiazkow
w organizmie ludzkim. R ozszczepienie RNA i DNA katalizuja rybonukleazy — enzymy
nalezace do grupy hydrolaz. Pod wplywem ich dzialania powstaja produkty hydrolizy,
ktérymi s migdzy innymi nukleotydy cykliczne. Na skutek deaminacji moga one si¢
przeksztalci¢ w monofosforany nukleotyd 6w ulegajace dalszej hydrolizie do odpowied-
niej rybozy i zasady purynowej lub pirymidynowej. Przykladem przemian metabolicz-
nych moze by¢ adenina, ktéra po deaminacji przeksztalca si¢ w hipoksantyne, a ta po
utlenieniu — w ksantyne. Ksantyna jest przedostatnim ogniwem w tym metabolizmie.
Ostatnim natomiast jest kwas moczowy, ktory jest szkodliwy dla organizmu ludzkiego.
Moze on np. wigza¢ wapn powodujac chorobe — dne moczanowa.

Celem tej pracy bylo okreslenie zaleznosci pomigdzy zawarto$cia kwaséw nu-
kleinowych w mleku i we krwi kréw zdrowych i z zapaleniem wymienia.
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MATERIALY I METODYKA

Materiatly

Przeprowadzono pomiary zawartoéci kwaséw nukleinowych w mleku i we krwi pochodzacych od
krow rasy nch. Badaniami obj¢to 30 kréw podzielonych na dwie rowne grupy. Pierwszg grupe stanowily
krowy zdrowe, drugg natomiast krowy ze stanem zapalnym wymienia. Za podstawe klasyfikacji prob,
ze wzgledu na stan zdrowotny wymion badanych krow, przyjeto wykonywany w oborze test z plynem
diagnostycznym Mastirapid. Metoda jest prosta w wykonaniu i polega na reakcji kwasu dezo-
ksyrybonukleinowego jader komoérkowych z substancja powierzchniowo czynng — siarczanem al-
kylarylu wchodzacym w skiad odczynnika testujacego. Efektem reakcji jest tworzenie si¢ zelu, ktorego
konsystencja i stopieni lepkosci zalezg od ilosci nie uszkodzonych komoérek w mleku [2, 3]. Spoérod
innych metod pozwalajacych dokladnie obliczy¢ liczb¢ komérek somatycznych w mleku, a tym samym
zakwalifikowac je do jednej z dwu badanych grup, zastosowana metoda z odczynnikiem Mastirapid
wydaje si¢ by¢ najbardziej uzyteczna [, 4, 5, 10].

Oznaczanie zawartoéci kwaséw nukleinowych w mleku [7, 9]

Probki mleka z doju porannego o objgtosci okolo 250 cm? pobierano do jalowych butelek
i analizowano je najpéiniej po 24 godz. przetrzymujac je w temperaturze 4°C. Nastepnie
50 cm® mleka wirowano przez 20 minut przy 4 tys. obr./min. Po odwirowaniu i usunieciu
warstwy $mietany i mleka odtluszczonego, pozostaly na dnie probowki wirowniczej osad zawierajacy
komorki somatyczne mleka przemywano dwukrotnie 70% alkoholem etylowym o temp. 75°C.
Po ponownym odwirowaniu przy 4 tys. obr./min. przez 15 minut, plyn znad osadu usuwano.
Nastgpnie do osadu dodawano 15 ml 0,6 N HCIO4 i calo§¢ ogrzewano przez 20 minut
w lazni wodnej w temp. 90°C. Po ozigbieniu do temperatury pokojowej probéwki zawierajace
zhydrolizowane kwasy nukleinowe i zdenaturowane biatko wirowano przez 15 minut przy
4 tys. obr./min. Otrzymany supernatant przenoszono do kwarcowych kuwet o gruboéci warstwy
1 cm i przeprowadzano pomiary absorbcji przy dlugoéa fali 270, 290 i 260 nm wobec 0,6 N HCIO,
Jako roztworu odniesienia. Na podstawie otrzymanych wynikow absorbancji obliczono sumaryczna
zawarto$¢ kwasow nukleinowych.

Oznaczanie kwasoéw nukleinowych we krwi [§]

Od badanych kréw, bezpofrednio po pobraniu probek mleka, pobierano z zyly jarzmowej prébki
krwi do heparynizowanych probéwek. Krew przechowywano w chlodze i analizowano ja najpozniej
po 24 godz. od momentu pobrania.

0,1 ml krwi mieszano z 1,4 ml wody destylowanej. Do otrzymanego hemolizatu dodawano 13,5 ml
0,6 N HCIO, i calo$§¢ ogrzewano w tazni wodnej w temp. 100°C przez 20 minut. Po ochlodzeniu zimna
woda probowki wirowano przez 15 minut przy 4 tys. obr./min. Supernatant przenoszono do
kwarcowych kuwet o grubosci warstwy 1 cm i przeprowadzano pomiary absorbancji przy dhugosci
fali 270, 290 i 260 nm wobec 0,6 N HCI04 jako roztworu odniesieria. Na podstawie otrzymanych
wynik 6w obliczano sumaryczng zawarto$¢ kwaséw nukleinowych.

Pomiary absorbancji przeprowadzano przy uzyciu spektrofotometru Pay Unicam 8800.

Obliczenia statystyczne

Whnioskowanie statystyczne przeprowadzono niezaleznie przy pomocy testu na rozstep i testu
1-Studenta [6). Wspotczynnik korelacji wyznaczono na podstawie wynikow zamieszczonych w tabeli I
w oparciu o wzor:
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Objasnienia:

X — zawarto$¢ kwaséw nukleinowych w g/100 cm?® w badanej probee mleka,
Y — zawarto§¢ kwasow nukleinowych w g/100 cm?® w badanej probee krwi,
N - liczba badanych prob,

WYNIKI

Uzyskane w do$wiadczeniu wyniki zestawiono w tabeli I. Na dokladnoéé otrzy-
manych wynikéw duzy wplyw ma oddzelenie bialek, ktére absorbuja promieniowanie
nadfioletowe w badanym zakresie. Dlatego tez dla kazdej analizowanej probki mleka
i krwi sprawdzano warto$é ilorazu:

Jezeli | 1| <0,15, préoby uznawano za odbialczone wlasciwie.
Jezeli | 1| >0,15, obialczanie préb przeprowadzano ponownie i sprawdzano powyZsza
metoda jego skutecznoé.

Tabela 1. Zawarto&¢ kwaséw nukleinowych w mleku i we krwi krow zdrowych i z zapaleniem
wymienia
Nucleic acids contain in milk and blood of healthy cows and ill cows with mastitis

Zawarto$¢ kwasow nukleinowych

Mileko Krew
‘ [42/100ml) (/100 ml]
1 2 3
Krowy zdrowe 143,1 0,091
202,5 0,076
260,2 0,096
244.8 0,113
266,7 0,124
245,6 . 0,139
226,1 0,111
265,1 0,129
3123 0,114
391,9 0,115
283,0 0,116

284,6 0,125
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cd. tab. 1
1 2 3
3789 0,131
2439 0,113
346.,4 0,117
Srednia 273,0 0,114
Odchylenie standardowe 16,8 42x1073
Krowy z zapaleniem wymion 371,3 0,168
456,2 0,100
2709 0,138
539,9 0,107
960,4 0,137
711,5 0,176
401,7 0,116
235,8 0,150
548,1 0,130
5529 0,146
2829 0,168
356,2 0,148
684.6 0,143
544.8 0,146
585,5 0,123
Srednia 500,2 0,140
Odchylenie standardowe 50,0 5,7x10°3

OMOWIENIE WYNIKOW

W grupie zdrowych kréow zawarto$¢ kwaséw nukleinowych w mleku wynosila
Srednio 273 pg/100 ml, natomiast we krwi —$rednio 0,114 g/100 ml. W tej grupie kréw
wspolczynnik korelacji dotyczacy ilosci kwasdéw nukleinowych w mleku i we krwi
wynosil r = +0,57. W grupie kréow ze stanem zapalnym wymienia, ilosci kwasow
nukleinowych w mleku i we krwi wynosily odpowiednio 500 ug/100 mli 9,140 g/100 ml.
Wspolezynnik korelacji mial wartos¢ r= —0,09. Srednie rdznice w zawartosci
kwasow nukleinowych w mleku i we krwi krow zdrowych i chorych odpowiadaly
wartosciom 227 pg/100 ml oraz 0,026 g/100 mli przy p<0,01 byly statystyeznie istotne.

WNIOSKI

1. Pomigdzy zawartoscia komorek somatycznych i iloscia kwaséw nukleinowych
w mleku istnieje statystycznie istotna korelacja — jest to potwierdzenie znanego faktu.

2. Wzrost zawartosci kwaséw nukleinowych we krwi krow moze byé wskaznikiem
stanu zapalnego ich wymion.
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NUCLEIC ACIDS CONTAIN IN MILK AND BLOOD OF HEALTHY COWS
AND ILL COWS WITH MASTITIS

Summary

Investigations were carried out in 30 nch breed cows devided into two groups. First group was
consisted with cows in good health. In second group there were cows ill with mastitis. Number of
somatic cells in milk was evaluated by California Mastitis Test and nucleic acids content in milk and
blood by spectrophotometric method. Nucleic acids content in group of healthly cows amounted 273
pug/100 ml in milk and 0,114 g/100 ml in blood. In this group correlation factor concerning nucleic
acids content in milk and blood amounted r= +0,57. In group ill cows nucleic acids content in milk
and blood amounted respectively 500 pg/100 ml and 0,140 g/100 ml, and value of correlation factor
r=—0,09 was noted. Differences in nucleic acids content in milk and blood between both groups
healthy and ill cows correspond to values 227 ug/100 ml and 0,026 g/100 ml and were statisticaly
significant by p<0,01.

Above resultants allow to formulate the following conclusions:

1. Statisticaly high correlation between quality of somatic cells and nucleic acids content in milk exists
— it is confirmation well known fact.

2. The rise of nucleic acids content in blood of cows can be an index of udder inflammation in cows.
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