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ABSTRACT

The resoution of bovine mammary gland acute injury represents complex of reparative
mechanisms leading to tissue regeneration. Among others, the cells of so called mononuclear
phagocytosis system — the macrophages, are participating on this reparation.

The point of this experiment was to find out percentual number of macrophages phagocyting
and non-phagocyting the apoptotic neutrophils during the resolution of acute injury of heifers
mammary glands induced by forced infection Staphylococcus aureus. For apoptotic neutrophils
detection in macrophage’s cytoplasm the enzyme myeloperoxidase (MPO) was used.

The results show obviously, that the highest % number MPO positive macrophages occured in
lavages 48 hours after mammary gland stimulation Staphylococcus aureus and the resolution of
acute injury initiated one day later in comparison with mammary gland stimulation PBS
(control). There, the highest % number MPO positive macrophages in lavages was counted
already in 24 hours. While using the antibiotics for treatment, again the resolution initiated one
day later.
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ABSTRAKT

Rezoluce akutniho poskozeni mlécné zlazy skotu predstavuje komplex reparativnich
mechanismli vedoucich k obnoveni tkané. Na této obnové se mj. podili buiky tzv.
mononuklearniho fagocytarniho systému — makrofagy.

Cilem pokusu bylo zjistit % pocet fagocytujicich a nefagocytujicich makrofagti apoptotické
neutrofily béhem rezoluce akutniho poskozeni mlécné Zzlazy jalovic zplisobeného umélou
infekci Staphylococcus aureus. Apoptotické neutrofily byly v cytoplazmé makrofagi
detekovany pomoci enzymu — myeloperoxidazy (MPO).

Z vysledkl bylo ziejmé, Ze nejvyssi % MPO pozitivnich makrofagl se vyskytovalo v lavazich
48h po stimulaci mléénych Zlaz Staphylococcus aureus a rezoluce akutniho poSkozeni byla

zahajena o 1 den pozdé&ji nez po stimulaci mléénych zlaz PBS (kontrola), kdy nejvyssich %



hodnot MPO pozitivnich makrofagti bylo zaznamenano v lavazich jiz po 24h. Po preléceni
mlécnych 714z antibiotiky byl zacatek rezoluce vzhledem k PBS opét zpozdén o 1 den.

Klicova slova: makrofag, rezoluce, myeloperoxidaza, neutrofil, fagocytdza, akutni poSkozeni
mlécné zlazy

UVOD

Makrofagy predstavuji skupinu bunék diferencovanou z monocytl, jez po pruniku
kapilarni sténou vstoupily do vaziva. Makrofagy jsou pritomny ve vétSiné organti — v pojivové
tkani jsou to histiocyty, v plicich alveolarni fagocyty, v jatrech Kupfferovy bunky a
v zanétlivych granulomech ptedstavuji epiteloidni a gigantické bunky (Travnicek et al., 1987).
Spole¢né s monocyty tvofi tzv. mononuklearni fagocytarni systém (Jungueira et al., 1997), ktery
se vyrazné podili na obrannych a reparativnich procesech organismu

V posledni dobé se pozornost zaméfila ke studiu funkce téchto bunék v rezoluci akutniho
poskozeni mlécné zlazy skotu, na rozdil od let piedeslych, kdy byl zajem soustiedén zejména

Béhem rezoluce akutniho poskozeni mlécné zlazy skotu dochdzi ke zvySovani poctu
makrofagli v misté loziska akutniho poskozeni. Funkci makrofagii je eliminace neutrofilnich
granulocytli, jez vycestovaly z krevniho fecist¢ do mista poSkozeni ve tkani, aby se zde
svoji funkci nebo vyCerpaly veskerou svoji energii, umiraji nekr6zou nebo procesem apoptozy.
Tyto polymorfonuklearni leukocyty se stavaji pro tkan hrozicim nebezpecim, jelikoz disponuji
ve svych granulich mnoZstvim enzymi, které by mohly pii destrukci téchto neutrofild zplsobit
sekundarni poskozeni tkan¢ (Sladek et al., 2001). Proto je dilezité, aby doslo k odvraceni tohoto
nebezpeci. Déje se tak prostiednictvim makrofagii, jez maji schopnost fagocytovat apoptotické
neutrofily a tim tyto buiky fyzicky eliminovat.

Detekce apoptotickych, fagocytovanych neutrofilnich granulocytt v cytoplazmé makrofagt
je mozna prostiednictvim antimikrobiadlnimu enzymu polymorfonuklearii — myeloperoxidaze
(MPO), obsazené v jejich azurofilnich granulich. Specidlnim barvenim na MPO dle Henson et
al. (1978) vytvati MPO v makrofazich okrsky tmavé hnédé az Cerné barvy zmité struktury.
Vedle toho je mozné uplatnit modifikovanou metodu barveni dle Sladek a RySanek (2000)
s pouZzitim barviva Giemsa — Romanowski, které¢ umozni zviditelnéni jader bunck pro snadnéjsi
detekci.

Vzhledem ke zjisténi vyznamu faze rezoluce akutniho poskozeni mlécné zlazy skotu je

tteba soustredit vétsi pozornost pravé k této problematice.

CIL A METODIKA
Cilem pokusu bylo zjistit funkci mononuklearnich fagocytti v rezoluci akutniho poskozeni

mlécné zlazy skotu. Konkrétné zjistit % pocet fagocytujicich makrofagl apoptotické neutrofily



a % pocet nefagocytujicich makrofagl z jejich celkového pocétu pod vlivem experimentalni
infekce mlé¢né zlazy indukované bakterialnim patogenem Staphylococcus aureus.

Experiment byl proveden u 5 jalovic ¢eského strakatého plemene ve véku 16 — 18 mésict.
Jalovice byly ustajeny v experimentalni, stelivové staji Vyzkumného ustavu veterinarniho
1ékarstvi v Brné. Experimentalni zasahy byly vZzdy provedeny po rannim oSetfeni a nakrmeni
zvirat.

Pokus probihal v tfitydennim cyklu. V pondé€li prvniho tydne byly mlécné Zlazy jalovic
nastimulovany pufrovanym fyziologickym roztokem (PBS). V dalSich dnech (ltery, stieda,
Ctvrtek a pondé€li) byly provadény lavaze mléénych zlaz, tzn. 24, 48, 72 a 168h po stimulaci
PBS. Poté byly vyplachy odstiedény a vzorky adjustovany na 10%ml a 10°/ml. Z fedéni 10°/ml
bylo naneseno 0,5 ml na kazdé ze Ctyf podloznich skel. Skla byla na 45 minut umisténa do
termostatu a poté byla barvena na MPO metodou dle Henson et al. (1978). Dvé ze ctyt
podloznich skel byla jest¢ dobarvena modifikovanou metodou dle Sladek a RySanek (2000)
pomoci barviva Giemsa — Romanowski, které umoznilo barevné znazornéni jader bunék.
Vysledky z tohoto tydne byly oznaceny jako kontrola.

Druhy tyden v pondéli byla uskutecnéna lavaz po 168h a zaroven byly mlécné zlazy
nastimulovany bakterialnim patogenem Staphylococcus aureus. Lavaze byly provadény ve
stejném cCasovém harmonogramu jako v tydnu pifedeslém a rovnéz metody barveni se
shodovaly.

Tteti tyden v pondé€li byly mlécné zlazy preléCeny antibiotikem a po 24, 48, 72 a 168h byly
pomoci upravenych katetrti uskuteénény vyplachy.

Vysledky byly zpracovany metodou svételné mikroskopie, pfi niz se z kazdého podlozniho
skla vyhodnocovalo 200 makrofagl. Bylo zjistovano % nefagocytujicich a % fagocytujicich
makrofagli z jejich celkového pocétu a u modifikované metody barveni byly fagocytujici
makrofagy detailnéji rozliSovany na nevakualizované, vakualizované a makrofagy s ,,Cerstveé™
fagocytovanymi apoptotickymi neutrofily.

Ze vsech lavazi byly spocitany celkové a diferencialni pocty bun¢k a v ramci pokusu se

provadelo i bakteriologické vySetfeni lavazi.

VYSLEDKY

Zjisténé vysledky zjednotlivych tydnt tfitydenniho cyklu pokusu vedly k porovnani
rezoluce akutniho poskozeni mlécné zlazy skotu. Rezoluce akutniho poskozeni byla
porovnavana z hlediska jejiho zahajeni a délky trvani.

Prvni tyden byly mlécné Zlazy nastimulovany PBS. Nejvyssi % pocet MPO pozitivnich
makrofagli byl zaznamenan u obou zptisobl barveni z lavazi po 24h po stimulaci (63,27 %
a 59,57 % u modifikované metody barveni — m.m.b.). Lavaze po 48h vykazovaly mirny

% pokles, a to na 50,50 % a 55,20 % (u m.m.b.). Opétovné mirmné % zvyseni bylo pozorovano



u ¢tvrtecnich vyplachd (72h), ale nedosahlo hodnot lavazi po 24h. Prudky pokles u lavazi po
168h (22,36 % a 16 % u m.m.b.) jiz svéd¢il o ukonceni rezoluce.

V druhém tydnu, po stimulaci mléénych Zlaz Staphylococcus aureus bylo napocitano
nejvysSich hodnot MPO pozitivnich mononuklearnich fagocytli v lavazich po 48h (67,95 % a
73,59 % u m.m.b.). V dalsich dnech (po 72h a 168h) byl jiz zaznamenan % pokles MPO
pozitivnich makrofagi, ale je nutné upozornit na pokles pozvolny, pouze na hranici 50,98 % a
43,93 % (u m.m.b.).

Po pieléceni antibiotiky ve tfetim tydnu bylo zjisténo nejvice fagocytujicich makrofagl ve
sttede¢nich lavazich (48h), a to 51,93 % a 49,98 % (u m.m.b.). Po 72h po stimulaci doslo
k vyraznému % poklesu MPO pozitivnich makrofagli az na hranici 18,05 % a 18,74 %
(u mm.b.). U vyplachi po 168h se vysledky mirné rozliSovaly podle metody barveni.
U modifikované metody barveni byl zaznamenan proti 72h — lavazim mirny % pokles (16,17
%), kdezto u druhé¢ metody barveni bylo objeveno nepatrné navySeni proti lavazim

z predchoziho dne, a to na 18,38 %.
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Graf 2
Procenticky pocet MPO pozitivnich makrofagl po stimulaci
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Graf 3

Procenticky pocet MPO pozitivnich makrofagii po preléceni
mlécnych 714z antibiotikem
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DISKUSE

Vysledky, jez byly ziskany z prvniho tydne pokusu (kontrola), kdy byly mlécné zlazy
nastimulovany PBS, umoznily porovnat zahajeni a délku rezoluce akutniho poskozeni
pod vlivem umélé infekce a nasledného jejiho preléceni.

Po stimulaci mlé¢nych zlaz bakterialnim patogenem Staphylococcus aureus bylo mozné
poukazat na jednodenni opozdéni nastupu rezoluce proti kontrole a také na jeji delsi pribéh,
ktery byl patrny z velmi pozvolného a mirného poklesu MPO pozitivnich makrofagt. U umélé
infekce bylo na pocatku rezoluce dosazeno nejvysSich hodnot MPO pozitivnich
mononuklearnich fagocytt ze v§ech ziskanych hodnot, coz svéd¢i o vysoké fagocytarni aktivite.

I po preléceni mlécnych zlaz antibiotiky dosSlo v porovnani s kontrolou k néstupu rezoluce
o 1 den pozdéji. Je vSak nutné upozornit na rychlé ukonceni rezoluce, které bylo dokazano
vyraznym poklesem MPO pozitivnich makrofagt.

ZAVER

Pfedmétem provedeného pokusu bylo zaméfit pozornost k rezoluci akutniho poskozeni
mlécné zlazy skotu bakterialnim patogenem Staphylococcus aureus a pokusit se objasnit funkci
makrofagli béhem jejiho pritb¢hu. Dale upozornit na skute¢nost, Ze zahajeni a délka rezoluce
akutniho poskozeni mtze byt rozdilna podle pouzitého induktoru zanétlivé reakce mlécnych
7laz.

Tyto poznatky mohou pfispét k bliz§imu porozuméni problematiky rezoluce akutniho
poskozeni mlécné zlazy skotu, kterd v posledni dobé nabyva stale vétsiho vyznamu
z terapeutického hlediska.
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