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OCENA AKTYWNOSCI LIZOZYMU W MLEKU JAKO JEDNEGO
ZE WSKAZNIKOW STANU ZDROWIA WYMIENIA KROW

Andrzej Pietraszek, Ludmila Janota-Bassalik

Instytut Genetyki i Hodowli Zwierzat PAN Jastrzebiec

Jednym z objawoéw stanu chorobowego wymienia jest wzrost liczby
komoérek somatycznych w mleku spowodowany zwigkszeniem przepusz-
czalno$ci maczyn krwiono$nych gruczolu mlekowego [15]. Wigkszo$¢ ko-
moérek somatycznych stanowig leukocyty biorgce istotny udzial w me-
chanizmie ochronnym wymienia przed infekcjg bakteryjng [15]. Wzrost
bakterii w wymieniu moze ponadto zaleze¢ od innych czynnikéw obron-
nych wystepujgcych w mleku, jak uklad laktoperoksydazy [9, 10], lakto-
feryna [11], lizozym [18, 20] i immunoglobuliny [3].

Lizozym rozpuszcza S$ciany komoérkowe miektérych bakterii, a jako
bialko zasadowe przyciggany jest przez ladunki ujemne na powierzchni
bakterii. Neutralizacja tych ladunkéw powoduje zlepianie sie¢ komoérek
bakteryjnych. W zwigzku z tym lizozym przyczynia sie do zahamowa-
nia wzrostu tych bakterii, ktérych $ciana komoérkowa nie ulega lizie pod
jego wpltywem [15]. Zakazenie wymion paciorkowcem bezmlecznosci po-
woduje wzrost aktywnosci lizozymu w mleku [6].

Celem pracy bylo przeprowadzenie obserwacji nad zmianami aktyw-
nosci lizozymu w mleku kréw zakazonych zaréwno gronkowcami jak
i paciorkowcami oraz dokonanie oceny aktywnosci lizozymu jako jed-
nego ze wskaznikéw stanu zdrowia wymienia.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono ma 12 krowach rasy ncb bedacych w po-
czatkowym okresie pierwszej laktacji. Zwierze¢ta przebywaly w pomie-
szezeniach na uwiezi, dojono je recznie 2 razy dziennie. Krowy zywiono
indywidualnie w racjach dziennych wynoszgcych ma krowe 6 kg siana



234 A. PIETRASZAK, L. JANOTA-BASSALIK

takowego i 3 kg mieszanki B i C. Przed rozpoczeciem eksperymentu nie
stwierdzono klinicznych zmian w gruczole mlekowym badanych
zwierzat.

Krowy zakazano w 4-7 tygodni po wycieleniu wprowadzajgc do za-
toki mlekowej, po doju rannym, bakterie odwirowane z 18-godzinnej ho-
dowli bulionowej. Do zakazen poszczegblnych ¢éwiartek wymion uzywa-
no komoérki Streptococcus agalactiae WZHW 801 lub Staphylococcus
aureus WZHW 74 zawieszone w odtluszczonym jalowym mleku. Szcze-
py bakterii stosowane w do$wiadczeniu byty wyizolowane z mleka krow
z ostrym stanem zapalnym gruczolu mlekowego.

Prébki mleka do badan pobierano przez 3 dni przed zakazeniem, a po
zakazeniu okresowo przez 8 tygodni, z kazdej éwiartki wymienia z ran-
nego doju, po uprzednim umyciu wymienia 1% roztworem sterinolu
1 strzykow 70%¢ alkoholem.

Analiza mleka: po zdojeniu, z pierwszych porcji mleka kazdej éwiart-
ki wymienia wykonywano terenowy odczyn komoérkowy (TOK) metodg
Schalma i wsp. [16]. Nastepne porcje mleka pobrane w warunkach zabez-
pieczajgcych przed wtérnym zakazeniem uzywano do oznaczen labora-
toryjnych.

W badaniach mikrobiologicznych prébki mleka wysiewano na podio-
ze Edwardsa oraz na podloze T. G. w modyfikacji Sevel i Plommet [17].
Liczbe komoérek somatycznych w mleku oznaczano mikroskopowg me-
todg Prescott-Breeda [14]. Stezenie lizozymu w mleku okreslano za po-
mocg dyfuzji na zelu agarowym [22], uzywajgc Micrococcus lysodeikticus
(komorki zabite U. V. zliofilizowane) jako organizmu testowego. Steze-
nie enzymu odczytywano z krzywej wzorcowej, uzywajac jako standar-
du lizozymu biatka jaja kurzego o aktywnosci 35000 jedn./mg.

Badania kliniczne wymion przeprowadzcno po doju rannym wg Kul-
czyckiego [8].

Analiza krwi: w probkach surowicy krwi kréow oraz w pieciokrotnie
zageszczonym homogenacie leukocytéw po uprzedniej hemolizie erytro-
cytow 1% roztworem saponiny oznaczano za pomocg dyfuzji na zelu
agarowym zawartos¢ lizozymu [22].

WYNIKI I DYSKUSJA

W mleku krow wykazano cobecno$¢ lizozymu rozpuszczajacego ko-
morki Micrococcus lysodeikticus. Lizozym ten r6zni sie budowg chemicz-
ng oraz innymi wlasciwosciami od lizozymu w mleku kobiecym i od
lizozymu bialka jaja kurzego [5]. Ilo§¢ lizozymu oznaczona w mleku ba-
danych kréow byta zblizona do warto$ci podawanej przez innych autoréw
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[4], zgodnie z ktérymi S$rednia zawartos¢ lizozymu wynosi 13 ug w
100 ml mleka. :

Zakazenie wymion bakteriami chorobotwérczymi spowodowato wzrost
zawarto$ci- lizozymu. Na podstawie tej obserwacji lizozym mozna za-
liczyé do tych czynnikéw obronnych, ktére tak jak laktoferyna [21], lak-
toperoksydaza [7, 13] i immunoglobuliny [25] wzrastaja podczas infekcji.

Najwyzsza zawarto§é lizozymu w mleku w drugim dniu po zakazeniu
paciorkowcem bezmleczno$ci wynosita 95 g/100 ml, natomiast w mleku
krow zakazonych gronkowcem zlocistym wynosita 319 ug/100 ml (tab. 1,
2). Réznice te byly prawdopodobnie spowodowane znacznie wiekszym
wzrostem gronkowca niz paciorkowca i silniejszym stanem zapalnym.
Obserwacja ta jest zgodna z wmioskiem opublikowanym przez autorow
na temat zaleznosci wzrostu aktywnosci lizozymu od liczby patogenow
wykrywanych w wymieniu po infekeji [6].

Poréwnano zmiany zawartosci lizozymu w mleku ¢wiartek kréow row-
nocze$nie zakazonych paciorkowcem bezmlecznosci i gronkowcem zlocis-
tym (tab. 3). U krowy 135 wykryto w drugim dniu po zakazeniu 10-krot-

Tabelal

Wplyw stanu zapalnego wymienia wywolanego infekcjg Streprococcus agalactiae n2 wzrost zawar-
toéci Hzozymu w mleku w drugim dniu po do$wiadczalnym zakazeniu

T Charakterystyka stanu )
Srednia .za Zawarto$¢ ‘y ’y ; : Wyizolowane bakterie
warto$é lizo- . zdrowia ¢wiartki -
N Cwi 3 dni lizozymu w Syianis chorobotwércze JTK
r WS Zymu W 3 C ! drugim dniu — w 1 ml mleka
krowy tka  przed .zakaze- po zakazeniu omorki ™ Staph
niem [ug/100 ml] TOK somatyczne lacsi .
[ug/100 ml] : [tys./ml] agalactiae aureus
Z 14,9 95,0 ++ 2912 1470 0
08289 Z 17,7 60,0 + + 1856 1660 0
N 23,6 27,5 — 256 0 0
Z 8,0 11,6 i e 4928 2400 0
373 Z 12,0 14,2 s ale o 6976 560 0
Z 17,6 25,0 + + 11524 -+ 0
101 Z 16,4 25,0 + + 4768 200 o)
N 16,4 17,5 — 32 0 0
Z 25,0 45,8 + 4+ 13892 0 0
261 Z 31,8 50,0 . e 14464 0 0
N 25,0 25,0 — 32 0 0
Z — ¢wiartka zakazona, N — ¢éwiartka nie zakazona,

+ + + — reaksja wyraznie dodatnia,

+ + — reakcja dodatnia,
+ — obecnosc komorek Str. agalactiae po inkubacji 20 godz. w temp. 37°C.

*]JTK — jednostki tworzace kolonie
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Tabela 2

Wplyw stanu zapalnego wymienia wywolanego infekcja Staphylococcus aureus na wzrost zawarto$ci
lizozymu w mleku w drugim dniu po do$wiadczalnym zakazeniu

Srednia za- Charakterystyka stanu Wyizolowane bakterie
wartoé¢ lizo- Zawarto$c zdrowia éwiartek chorobotwércze JTK*
Nr Cwiar- zymu z 3 dni lizozymu w wymienia w 1 ml mleka
krowy tka  przed zakaze- drugim dniu komorki
niem po zakazeniu  TOK somatyczne Str. . Staph.
[ug/100 ml] [1g/100 ml] [tys/ml] agalactiae  aureus
YA 5,7 319,3 ++ + np 0 75 000
13 VA 6,6 319,3 = np 0 10 000
N 6,6 50,0 -+ 32 0 0
Z 18,0 130,00 ++ 4+ np 0 2 300
363 y4 19,1 100,0 ++4+ 13248 0 600
N 18,3 75,0 — 128 0 0
Z 44,0 79,2 + 1 856 0 3
0142 Z, 30,8 105,8 + 576 0 3 200
N 48,1 83,3 + [— 32 0 0
Z 60,1 180,0 +++ np 0 650
320 Z 77,7 163,3 + + 7 584 0 1050
N 69,3 79,2 —_ 352 0 0
Z — ¢wiartka zakazona, N — ¢wiartka nie zakazona,
+ + + — reakcja wyraznie dodatnia,
+ 4 — reakcja dodatnia,
-+ — reakcja stabo dodatnia,
{- |— — reakcja watp.iwa,
np — liczba komorek somatycznych wig¢ksza niz 200 000 tys.
*JTK — jednostki tworzace kolonie

nie wiecej gronkowca niz paciorkowca, co spowodowalo znacznie wigkszy
wzrost zawartosci lizozymu w mleku c¢wiartki zakazonej gronkowcem.
Szybki zanik bakterii chorobotwérczych po infekcji nie zawsze byt zwig-
zany z rdéwnie szybkim spadkiem aktywnos$ci lizozymu. Mozna to bylo
zaobserwowa¢ w mleku krow 261 i 207 (tab. 1, 3; rys. 1).

Przeprowadzono poréwnanie aktywnosci lizozymu w mleku krow
zdrowych zawierajgcych mniej niz 500 tys. komoérek somatycznych w
1 ml mleka i kréw chorych charakteryzujacych sig¢ zwigkszong 1i‘cz‘k~)a ko-
moérek somatycznych. Przyjeto w tym przypadku definicje stanu zdrowia
wymienia podang przez International Dairy Federation [23].

Na rysunkach 1-5 przedstawiono zmiany zawarto$ci lizozymu w mle-
ku zdrowych i chorych é¢wiartek wymienia krow, charakteryzujgcych sie
nastepujgcym przebiegiem choroby (tab. 4).

Zawarto$¢ lizozymu w mleku byla uzalezniona od stopnia infekcji
gruczolu mlekowego (tab. 1, 2, 3). Intensywnos¢ procesu zapalnego wply-
wala na okres, w ktérym notowano podwyzszong aktywnos$¢ lizozymu
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Tabela 3

- Poréwnanie zmian zawartoéci lizozymu w mleku ¢wiartek wymion kréw réwnoczes$nie
zakazonych Streptovoccus agalactiae i Staphylococcus aureus

Srednia , Charakterystyka Wyizolowane bakterie
Zzawartoéé Z'awartoéc stanu zdrowia chorobotwércze JTK*
. ) lizozymu . : ..
Nr Cwiar-  lizozymu w drugim ¢wiartki wymienia w 1 ml mleka
krowy tka z 3 dni dniu po zd- Komérki
przed zaka- ... TOK omor Str. Staph.
g2 somatyczne .
zeniem [ug/100 ml] [tys /m1] agalactiae aureus
[ng/100 ml]
Z 10,0 175  +++ 6304 35 000 0
135 Z 12,5 100,0 +++ 44 064 0 340 000
N 14,1 10,0 — 224 0 0
Z 15,1 100,0 == np 4 500 0
59 yA 17,5 17,5 + 800 0 0
N 15,0 17,5 — 64 0o - 0
Z 20,0 75,0 +++ 2048 0 0
207 Z 21,3 21,3 —_ 480 0 0
N 21,3 21,3 —_ 0 0 0
Z 17,5 10,0 —_ 576 0 0
455 Z 17,5 50,0 + 3584 0 0
N 17,5 17,5 — 32 0 0

Z — ¢éwiartka zakazona, N — ¢wiartka nie zakazona,
4- + + — reakcja wyraznie dodatnia,
+ + — reakcja dodatnia,

+ — reakcja stabo dodatnia,
np — liczba komoérek somatycznych wigksza niz 200 000 tys.
*JTK — jednostki tworzace kolonie

w mleku poczgwszy od dnia doSwiadczalnego zakazenia. U krowy 08289
i 363 stan zapalny wymienia spowodowal wzrost aktywnosci lizozymu
trwajgcy 4 1 7 dni (rys. 3, 4). Natomiast u krowy 13 ostry kliniczny stan
zapalny wymienia , ktory przeszed! w stan przewlekty, spowodowal pod-
wyzszong zawartos¢ lizozymu przez 56 dni (rys. 5). W przypadku krowy
08289 i 363 bakterie chorobotworcze byly wykrywane dluzej mniz notowa-
no podwyzszenie zawartosci lizozymu. Brak danych do$wiadczalnych nie
pozwala wyjaéni¢ spadku aktywnosci lizozymu w mleku krow chorych
przez diugi okres. Nalezy jednak przypuszczaé ze spowodowane to jest
albo spadkiem syntezy enzymu albo jego unieczynnieniem. U wigkszosci
organizméw stalocieplnych bogatym zroédlem lizozymu sa leukocyty [1].
Pierwsza wzmianke na temat nieobecno$ci lizozymu w leukocytach u
kréw znaleziono w pracy Padgett i wsp. [12]. W badaniach wlasnych w
homogenacie pieciokrotnie zageszczonych leukocytow krwi krow nie wy-
kryto aktywno$ci lizozymu. Oznaczono natomiast 300 ug lizozymu w
100 ml surowicy.
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Rys. 3. Zawarto§¢ lizozymu w
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Tabela 4

Charakterystyka stanu zapalnego ¢wiartek wymienia wywolanego infekcja Streptococcus agalactiae
lub Staphylococcus aureus przez okres 8 tygodni po do$wiadczalnym zakazeniu

Dodatni Komérki Obecnoéé Obecnosé¢  Okres pod-
N Ocena stanu terenowy omorkl komoérek komorek wyZzszonej
" T zdrowia odczyn so;r;%:)tgczne Str. Staph. Zawartos$ci
rowy wymienia komérkowy dnitys. agalactiae aursus lizozymu
dni dni dni dni
13 Ostry kliniczny
— przewlekly 56 56 0 56 56
363 Podostry — pod-
kliniczny 56 56 0 56 7
08289  Podkliniczny —
chroniczny 56 56 56 0 4
101 Utajony — chro-
niczny 7 4 56 0 4
261 Podraznienie 7 3 0 0 3

Podobienstwo sekwencji aminokwaséw w duzej czesSci lancucha pep-
tydowego lizozymu i a-laktoalbuminy [2, 24], ktéra wchodzi w sklad sy-
stemu syntetyzujgcego laktoze w gruczole mlekowym kréw wskazuje na
mozliwos¢ wydzielania lizozymu do mleka bezposrednio z gruczotu.

Aktywno$¢ lizozymu waha sie mie tylko miedzy prébami mleka réz-
nych kréw, lecz miedzy probami z roznych udojéw czy réznych éwiartek
wymienia [19]. Dlatego tez przeprowadzono poréwnanie zawarto$ci lizo-
zymu w probkach mleka kréw do$wiadczalnych zawierajgcych ponad
500 tys. komérek somatycznych a proébami mleka o mniejszej liczbie ko-
morek somatycznych. Stwierdzono, ze $rednia zawartosé lizozymu w 327
probkach mleka krow zdrowych wynosita 29,8 ug/100 ml, a w 132 préb-
kach mleka od kréw chorych 78,7 ug/100 ml. Roznice zawartosci lizozymu
W mleku kréw chorych i zdrowych byty wysoce istotne (P=0,01). Wydaje
sig, ze po zbadaniu zawartosci lizozymu w duzej grupie kréow produkcyij-
nych wraz z oceng stanu zdrowia wymienia mozna bedzie ustali¢ pewne
granice warto$ci lizozymu, ktéry stanowilby jedno z kryteriow stanu
zdrowia wymienia.
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OLEHKA AKTUBHOCTU JIM303MMA B MOJIOKE KAK OJHOTO
U3 TIOKABATEJEV 3JOPOBBSI BBIMEHM KOPOB

Pe3swwMme

B MoOJIOKe ONBITHBIX KOPOB OOHApyKEHO HaJMumMe JMU303MMa PACTEODHIOLIErG
KieTku Micrococcus lysodeikticus. Ero comepXaHme B MOJOKE OBLLIO OBYCJIOBJIICHO
CTENEeHbIO 3apaxKeHMUA MOJIOYHOM KeJe3bl M TIPORONKUTENbHOCTLIO Oose3Hu. Cpas-
HUBaJIM aKTMBHOCTH Ju3o3mMma B 327 obpas3max MOJIOKA 340POBBIX KOPOB, COXEpsKa-
umx MeHblie yeM 500 Thic. coMaTIYECKMX KJETOK B 1 Mi1 1 B 132 o6pa3nax MOJIOKA
KOPOB € BBICIUMM KOJMYECTBOM COMAaTHMYECKMX KJIETOK. AKTUBHOCTBL JMU303MMa CO-
cTaBJAJa cooTBeTcTBEHHO 29,8 pr u 78,7 pur mHa 100 M MoJioKa. Bhulleyka3aHHbIE
pasnuuusa ObLIM BBICOKO-CYLIEeCTBEHHBIMU (P = 0,01). B JeiROonMTax M30JIMPOBAHHBIX
U3 KPOBM KOPOB HE€ BBLIABJIEHO AKTUBHOCTM JM303MMa, TOTAa KaK yCTaHOBJIEeHO 300 ur
Jniso3uma B 100 MJI CEIBOPOTKM KPOBM.

A. Pietraszek, L. Janota-Bassalik

ESTIMATION OF LYSOZYME ACTIVITY IN MILK AS ONE OF THE
HEALTH STATE INDICES OF UDDER OF COWS

Summary

In milk of experimental cows the occurrence of lysozyme dissolving the Mic-
rococcus lysodeikticus cells has been proved. Its content in milk depended on the
mammary gland infection degree and the disease duration. A comparison of the
lysozyme activity in 327 milk samples of healthy cows, containing less than 500
thous. of somatic cells in 1 ml and in 132 milk samples of cows containing higher
numbers of somatic cells was carried out. The lysozyme activity was accardingly
29.8 and 78.7 pug per 100 ml milk. The above differences were highly significant
(P0.01). In leucocytes isolated from blood of cows no lysozyme activity was detected
while 300 pg of lysozyme were found in 100 ml of blood serum.



