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Zatacznik nr 2 2

1. Imie i Nazwisko.

Katarzyna Dudek

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/ artystyczne — z podaniem nazwy, miejsca

i roku ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej.

Stopien naukowy doktora nauk weterynaryjnych — 2007 r.; specjalnos¢: fizjologia
zwierzat, Akademia Rolnicza w Lublinie (aktualnie Uniwersytet Przyrodniczy
w Lublinie), Wydziat Medycyny Weterynaryjnej; tytut rozprawy doktorskiej: ,,Wplyw
lipopolisacharydu na wystapienie i przebieg gorgczki, ksztaltowanie si¢ tolerancji

pirogenowej oraz wskazniki immunologiczne i zapalne u gotebi”

Tytul lekarza weterynarii — 2003 r.; Akademia Rolnicza w Lublinie (aktualnie

Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie), Wydzial Medycyny Weterynaryjnej

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/

artystycznych.

Od 2008 r. — adiunkt; Zaktad Choréb Bydta i Owiec, Panstwowy Instytut
Weterynaryjny — Panstwowy Instytut Badawczy (PIWet-PIB) w Putawach

2007 - 2008 r. — gtéwny specjalista badawczo-techniczny; Zaktad Choréb Bydta
1 Owiec, Panstwowy Instytut Weterynaryjny — Panstwowy Instytut Badawczy

w Putawach

2006 — 2007 r. — specjalista inzynieryjno — techniczny — lekarz weterynarii; Zaktad
Choréb Bydia i Owiec, Panstwowy Instytut Weterynaryjny — Panstwowy Instytut

Badawczy w Putawach

2003 — 2007 r. — uczestnik Studiéw Doktoranckich; Akademia Rolnicza w Lublinie
(aktualnie Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie), Wydziat Medycyny Weterynaryjnej;
Katedra Biochemii i Fizjologii Zwierzat; Zaktad Fizjologii Zwierzat (aktualnie Katedra

Fizjologii Zwierzat)
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4. Wskazanie osiagniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule

w zakresie sztuki (Dz. U. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r. poz. 1311.):

a) tytul osiagniecia naukowego/artystycznego

,Badania nad mechanizmami komoérkowej 1 humoralnej odpornosci u cielat
w przebiegu zakazen Mycoplasma bovis oraz proby ich kontroli za posrednictwem

eksperymentalnej szczepionki”.

b) (autor/autorzy, tytul/tytuly publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa,

recenzenci wydawniczy)

H-1: Bednarek D., Ayling R.D., Nicholas R.A.J., Dudek K., Szymanska-Czerwinska
M.: Serological survey to determine the occurence of respiratory Mycoplasma infections
in the Polish cattle population. Veterinary Record 2012, 171, 45.

IF2012 = 1,803; MNiSW2012 = 30 pkt; liczba cytowan (web of Science Core Collection) — 13

M6j wkiad w powstanie tej pracy polegal na: opracowaniu koncepcji pracy, kolekcji
prob do badan, wykonaniu czesci badan laboratoryjnych, interpretacji wynikow,
przygotowaniu pracy do druku oraz jej korekcie po recenzji. M§j udzial procentowy

szacuje na 50 %

H-2: Dudek K., Bednarek D.: Last survey of Mycoplasma bovis prevalence in Polish
cattle affected with respiratory syndrome. Bulletin of the Veterinary Institute in Pulawy
2012, 56, 447-451.

IF2012 = 0,377; MNiSW2012 = 20 pkt; liczba cytowan (web of Science Core Collection) — 10

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na: opracowaniu koncepcji pracy, kolekcji
préb do badan, wykonaniu cze$ci badan laboratoryjnych, interpretacji wynikéw,
przygotowaniu pracy do druku oraz jej korekcie po recenzji. M§j udzial procentowy

szacuje¢ na 80 %

H-3: Dudek K., Bednarek D., Szacawa E.: Stimulating effect of Mycoplasma bovis
infection on proinflammatory response in infected cattle. Bulletin of the Veterinary

Institute in Pulawy 2011, 55, 599-602.
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IF2011 = 0,414; MNiSW2011 = 20 pkt; liczba cytowan (web of Science Core Collection) — 3

Mo6j wkiad w powstanie tej pracy polegat na: opracowaniu koncepcji pracy, wykonaniu
cze$ci badan laboratoryjnych, interpretacji wynikéw, przygotowaniu pracy do druku
oraz jej korekcie po recenzji. M6j udziat procentowy szacuj¢ na 80 %

Nagroda III-stopnia Dyrektora PIWet-PIB w konkursie na najlepsza publikacje pracownikéow
naukowych PIWet-PIB w Pulawach w roku 2011 za cykl prac.

H-4: Dudek K., Bednarek D., Szacawa E.: Evaluation of immune response in
seropositive cattle for Mycoplasma bovis. Bulletin of the Veterinary Institute in Pulawy
2011, 55, 631-634.

IF2011 = 0,414; MNiSW2011 = 20 pkt; liczba cytowan (web of Science Core Collection) — 8

Mo6j wkiad w powstanie tej pracy polegat na: opracowaniu koncepcji pracy, wykonaniu
cze$ci badan laboratoryjnych, interpretacji wynikéw, przygotowaniu pracy do druku
oraz jej korekcie po recenzji. M6j udziat procentowy szacuj¢ na 80 %

Nagroda III-stopnia Dyrektora PIWet-PIB w konkursie na najlepsza publikacje pracownikéow
naukowych PIWet-PIB w Pulawach w roku 2011 za cykl prac.

H-5: Dudek K., Bednarek D., Ayling R.D., Szacawa E.: Immunomodulatory effect of
Mycoplasma bovis in experimentally infected calves. Bulletin of the Veterinary Institute
in Pulawy 2013, 57, 499-506.

IF2013 = 0,365; MNiSW2013 = 20 pkt; liczba cytowan (web of Science Core Collection) — 7

Mé6j wkiad w powstanie tej pracy polegal na: opracowaniu koncepcji pracy,
przeprowadzeniu  eksperymentu na zwierzgtach, wykonaniu cze$ci  badan
laboratoryjnych, interpretacji wynikéw, przygotowaniu pracy do druku oraz jej korekcie

po recenzji. M6j udziat procentowy szacuje na 70 %

H-6: Dudek K., Bednarek D., Szacawa E., Rosales R.S., Ayling R.D.: Flow cytometry
follow-up analysis of peripheral blood leukocyte subpopulations in calves
experimentally infected with field isolates of Mycoplasma bovis. Acta Veterinaria
Hungarica 2015, 63, 167-178.

IF2015 = 0,871; MNiSW2015 = 20 pkt; liczba cytowan (web of Science Core Collection) — S

Mé6j wkiad w powstanie tej pracy polegal na: opracowaniu koncepcji pracy,

przeprowadzeniu  eksperymentu na zwierz¢tach, wykonaniu czg¢sci  badan
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laboratoryjnych, interpretacji wynikéw, przygotowaniu pracy do druku oraz jej korekcie

po recenzji. M6j udziat procentowy szacuje na 70 %

H-7: Dudek K., Bednarek D., Ayling R.D., Szczotka M., Iwan E., Kocki J.: Analysis of
the immune response of calves to various saponin-based adjuvants for an experimental
Mycoplasma bovis vaccine. Acta Veterinaria Hungarica 2018, 66, 226-240.

IF2017 = 1,042; MNiSW2017 = 25 pkt; liczba cytowan (web of Science Core Collection) — 1

M6j wkiad w powstanie tej pracy polegal na: opracowaniu koncepcji pracy,
przeprowadzeniu  eksperymentu na zwierzgtach, wykonaniu cze$ci  badan
laboratoryjnych, interpretacji wynikéw, przygotowaniu pracy do druku oraz jej korekcie

po recenzji. M6j udziat procentowy szacuje na 70 %

H-8: Dudek K., Bednarek D.: T- and B-cell response analysis following calf
immunisation with experimental Mycoplasma bovis vaccine containing saponin and
lysozyme dimer. Journal of Veterinary Research 2017, 61, 433-437.

IF2017 = 0,811; MNiSW2016= 15 pkt; liczba cytowan (web of Science Core Collection) — 1

Mé6j wkilad w powstanie tej pracy polegal na: opracowaniu koncepcji pracy,
przeprowadzeniu  eksperymentu na zwierz¢tach, wykonaniu czgsci  badan
laboratoryjnych, interpretacji wynikéw, przygotowaniu pracy do druku oraz jej korekcie

po recenzji. M6j udziat procentowy szacuje na 90 %

H-9: Dudek K., Bednarek D.: Saponin-based Mycoplasma bovis vaccine containing
lysozyme dimer adjuvant stimulates acute phase response in calves. Journal of
Veterinary Research 2018, 62, 269-273.

IF2017 = 0,811; MNiSW2017 = 20 pkt; liczba cytowan (web of Science Core Collection) — 0

Mé6j wkilad w powstanie tej pracy polegal na: opracowaniu koncepcji pracy,
przeprowadzeniu  eksperymentu na zwierzgtach, wykonaniu cze$ci  badan
laboratoryjnych, interpretacji wynikow, przygotowaniu pracy do druku oraz jej korekcie

po recenzji. M6j udziat procentowy szacuje na 90 %

H-10: Dudek K., Bednarek D., Ayling R.D., Kycko A., Szacawa E., Karpinska T.A.:
An experimental vaccine composed of two adjuvants gives protection against
Mycoplasma bovis in calves. Vaccine 2016, 34, 3051-3058.

IF2016 = 3,235; MNiSW2016 = 30 pkt; liczba cytowan (web of Science Core Collection) — 14
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Mé6j wkiad w powstanie tej pracy polegal na: opracowaniu koncepcji pracy,
przeprowadzeniu  eksperymentu na zwierz¢tach, wykonaniu czg¢sci  badan
laboratoryjnych, interpretacji wynikéw, przygotowaniu pracy do druku oraz jej korekcie

po recenzji. M6j udziat procentowy szacuje na 70 %

% Sumaryczna warto$¢ wspotczynnika wptywu (Impact Factor, IF) dla publikacji
stanowigcych osiggniecie naukowe wedlug Web of Science Core Collection —
10,143.

¢ Sumaryczna liczba punktow MNiSW dla publikacji stanowigcych osiggnigcie
naukowe — 220 pkt.

+¢ Sumaryczna liczba cytowan wedlug Web of Science Core Collection dla

publikacji stanowigcych osiggnigcie naukowe — 62.

¢) omowienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiggnietych

wynikéw wraz z omowieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Zakazenia mykoplazmowe  stanowig powazny problem  zdrowotny
1 ekonomiczny w hodowli bydlta w kraju i na $wiecie. Mykoplazmy naleza do
drobnoustrojéow, ktére 1acza w sobie cechy wirusow 1 bakterii wiasciwych.
Charakteryzuja si¢ brakiem $ciany komdrkowej, ktérej miejsce zastgpila tréjwarstwowa
btona cytoplazmatyczna (Baum 2005). Jedng z najczesciej izolowanych obecnie
mykoplazm z przypadkéw chorobowych u bydta jest Mycoplasma bovis, ktéra
wywoluje stany zapalne w obrebie ptuc, oskrzeli, gruczolu mlekowego, uktadu
rozrodczego, stawdw, narzadu stuchu 1 wzroku, a nawet opon mézgowo-rdzeniowych
1 serca (Alberti i wsp. 2006; Maeda 1 wsp. 2003; Nicholas i Ayling 2003; Puleio 1 wsp.
2017). M. bovis odgrywa rowniez wazng role w etiologii syndromu oddechowego bydta
(bovine respiratory disease, BRD), ktérego wieloczynnikowy charakter warunkuja obok
czynnikéw $rodowiskowych drobnoustroje z rodziny Pasteurellaceae, a takze wirusy
uktadu oddechowego bydta (Arcangioli i wsp. 2008; Welsh 1 wsp. 2004; Xue i wsp.
2010). Warto podkresli¢, ze M. bovis wchodzi w interakcje z innymi drobnoustrojami
odpowiedzialnymi za BRD, np. jej obecnos¢ w obrebie ptuc moze zwigksza¢ zjadliwos¢
i chorobotwoérczo$¢ Mannheimia haemolytica (Houghton i Gourlay 1983). M. bovis
nalezy do polimorficznych drobnoustrojow, co warunkowane jest obecno$ciag na

powierzchni blony komorkowej tej bakterii zmiennych biatek powierzchniowych
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(variable surface proteins, Vsp) (Caswell 1 wsp. 2010). Dzigki obecnosci Vsp M. bovis
wykazuje rowniez zdolno$¢ do interakcji z komérkami gospodarza (Nicholas 1 Ayling
2003; Razin 1992). Biatka te odpowiadaja takze w duzej mierze za produkcj¢ tzw.
biofilmu, czyli skupisk komérek, ktére w poréwnaniu z komérkami planktonicznymi
wykazuja duzo wyzszg opornos$¢, bo az do 1000 razy, na dzialanie antybiotykéw,
przeciwciatl czy komorek fagocytujacych, jak réwniez na wptyw niekorzystnych dla
wzrostu 1 rozwoju tych drobnoustrojéw czynnikéw srodowiskowych (Caswell 1 wsp.
2010; Mah 1 O’Toole 2001; McAuliffe i wsp. 2006; Nicholas i wsp. 2017). M. bovis
posiada niewielkg mase czasteczkowg genomu oraz niski stosunek dwoéch zasad
azotowych nukleotydéow, tj. cytozyny do guaniny. Do najwazniejszych cech
biochemicznych M. bovis nalezy brak zdolnosci do fermentacji glukozy i hydrolizy
argininy (Nicholas i Ayling 2003). Zakazenia na tle M. bovis wystepuja nie tylko
w Europie, ale takze na kontynencie Ameryki Péinocnej i Azji, a ostatnie doniesienia
wskazuja na obecnos¢ tego drobnoustroju takze w Australii i Nowej Zelandii (Nicholas
i Ayling 2003, Qi i wsp. 2012; Wawegama i wsp. 2016). M. bovis posiada wtasciwosci
immunomodulujace. Z jednej strony bakteria ta stymuluje odpowiedz ostrej fazy, ktéra
odpowiedzialna jest za przywrdcenie zaburzonej homeostazy organizmu gospodarza,
z drugiej zas wptywa immunosupresyjnie, uposledzajac np. proliferacje limfocytow
oraz indukujac ich apoptoze¢ (Vanden Bush 1 Rosenbusch 2002, 2004). Zwalczanie
zakazen M. bovis jest trudne z uwagi na dlugotrwate siewstwo tej bakterii, ktére
odbywac si¢ moze zaréwno droga bezposrednia, jak i posrednia. Do bezposrednich drég
szerzenia si¢ zakazenia M. bovis w stadzie nalezy droga horyzontalna (np. nasienie)
oraz wertykalna, z matki na potomstwo (zakazenie srddmaciczne). Z kolei z drég
posrednich nalezy wymieni¢ droge kontaktowa (np. wydaliny drég moczowych),
aerogenna, czy tez pokarmowg (siara, mleko). Natomiast w obrebie tego samego
osobnika M. bovis rozprzestrzenia si¢ droga hematogenng, dlatego czesto diagnozowane
jest wspotistnienie zakazenia tg mykoplazmg na poziomie réznych uktadéw, np. ptuc
i stawow (Nicholas i Ayling 2003). Przez dlugie lata M. bovis uwazana byla za
zewnetrzkomorkowy organizm, dopiero stosunkowo niedawno wykazano zdolnos$¢ do
przenikania tej bakterii do wnetrza komérek fagocytujacych i nie fagocytujacych (Biirki
1 wsp. 2015; Kleinschmidt i wsp. 2013; Maeda 1 wsp. 2003; van der Merwe i wsp.,
2010). Wewnatrzkomoérkowy charakter bakterii umozliwia zatem jej przezycie
w organizmie gospodarza, co sprzyja niejednokrotnie wyst¢powaniu bezobjawowego

nosicielstwa w stadzie. Warto wspomnie¢, ze zakazenia M. bovis dotycza nie tylko
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wszystkich grup wiekowych bydta, ale réwniez zréznicowanych grup technologicznych
tego gatunku zwierzat (Giovannini 1 wsp. 2013; Nicholas i Ayling, 2003). Trudnosci
w zwalczaniu zakazen M. bovis stwarza dodatkowo obserwowana w ostatnim czasie
narastajgca w Europie oporno$¢ terenowych szczepdéw tej bakterii na antybiotyki
stosowane rutynowo w leczeniu zwierzat, zwlaszcza w odniesieniu do makrolidow
1 tetracyklin (Ayling 1 wsp. 2014; Gautier-Bouchardon 1 wsp. 2014; Sulyok 1 wsp.
2014). Z drugiej strony, jak dotychczas w Europie brak jest komercyjnych szczepionek
przeciwko zakazeniom M. bovis u bydta. Szczepionki te sg dost¢gpne jedynie na terenie
Stanéw Zjednoczonych, ale ich skuteczno$¢ nie zostala jak na razie w pehni
udowodniona (Soehnlen i wsp. 2011). Opracowanie szczepionki podjednostkowej
pomimo pewnej stymulacji odpornosci humoralnej, nie chronito takze w pelni przed
zakazeniem M. bovis (Mulongo i wsp. 2013). Bardziej obiecujace efekty uzyskano
natomiast dzigki zastosowaniu szczepionki zywej, jednak wraz z ostabieniem
zjadliwosci bakterii obnizala si¢ jej skutecznos¢ (Zhang i wsp. 2014). W tym przypadku
nie mozna takze wykluczy¢ ryzyka rewersji szczepu szczepionkowego do formy
zjadliwej bakterii. Badania prowadzone nad opracowaniem inaktywowanej szczepionki
przeciwko zakazeniom M. bovis z udzialem formaliny przynosity pewne korzystne
rezultaty, jednak koncowy efekt nie byl w petni zadowalajacy, a niekiedy obserwowano
nawet pogorszenie stanu klinicznego zwierzat (Rosenbusch 1998). Przetomem
w badaniach nad szczepionkg inaktywowang przeciwko zakazeniom M. bovis u bydta
okazalo si¢ wykorzystanie saponiny, ktéra spetniata dwojaka role, inaktywatora
komérek mykoplazmowych 1 skutecznego immunostymulatora (adiuwantu).
Zastosowanie eksperymentalnej szczepionki opartej na saponinie stymulowato
odpornos¢ humoralng cielat, poprawiato ich stan kliniczny oraz ograniczalo rozwdj
zmian patologicznych w ptucach w nastepstwie zakazenia M. bovis (Nicholas 2002).
Szczepionka ta nie zostata jednak opracowana ostatecznie w formie komercyjnego
preparatu.

Z uwagi na staty problem zakazen M. bovis w krajowej populacji bydta,
zwlaszcza w grupie cielat i mtodego bydla opasowego, zasadnym wydato si¢ zatem
podjecie badan nad opracowaniem skutecznej szczepionki przeciwko tym zakazeniom,
w oparciu o szczep M. bovis pochodzacy z wtasnej kolekcji oraz odpowiednig

kombinacj¢ adiuwantéw.
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W prezentowanym jednotematycznym cyklu publikacji stanowigcych osiagnigcie

naukowe wyznaczono nastepujace cele:

1. Ocena sytuacji epizootycznej zakazen Mycoplasma bovis w krajowej populacji
bydta.

2. Ocena wptywu zakazeh Mycoplasma bovis na uktad immunologiczny bydta.

3. Wybdr szczepu Mycoplasma bovis wykazujacego najlepsze wilasciwosci
w odniesieniu do badanych cech i potencjalnej jego przydatnosci do budowy
szczepionki.

4. Wybdér odpowiedniej kombinacji adiuwantéw spetniajacych najlepsze
wlasciwosci w odniesieniu do badanych cech i potencjalnej ich przydatnosci do
budowy szczepionki.

5. Opracowanie szczepionki i jej ocena w warunkach eksperymentalnych na

cieletach.

Ad.1. Ocena sytuacji epizootycznej zakazen Mycoplasma bovis w Kkrajowej

populacji bydia.

Problem zakazen M. bovis w Europie si¢ga blisko 1/3 klinicznych przypadkéw
zapalen ptuc u bydta (Nicholas i Ayling 2003). Badania serologiczne prowadzone
w Szwajcarii wykazaly odsetek zwierzat dodatnich na poziomie 50 %, podczas gdy
w innych krajach europejskich wynosit on odpowiednio: Francja (10-20 %), Wegry
(11 %), Wielka Brytania (22 %), a w Pétnocnych Wtoszech odsetek ten osiggal az 88
%, z czego 76 % dotyczyto bydta dorostego, natomiast 100 % - cielat (Ayling 1 wsp.
2004; Le 1 wsp. 2002; Radaelli i wsp. 2008; Tenk i wsp. 2004; Tschopp i wsp. 2001).

Pierwsze badania nad oceng sytuacji epizootycznej zakazen Mycoplasma bovis
w populacji bydta w Polsce przeprowadzono w latach 2007-2010, co zostalo opisane
w publikacji (H-1: Bednarek D., Ayling R.D., Nicholas R.A.J., Dudek K.,
Szymanska-Czerwinska M.: Serological survey to determine the occurrence of
respiratory Mycoplasma infections in the Polish cattle population. Veterinary
Record 2012, 171, 45). Ocenie poddano 3670 surowic pochodzacych z 361 stad bydta
na terenie 16 wojewddztw naszego kraju. Badane prébki pochodzity od zwierzat o
ré6znym statusie zdrowotnym: klinicznie zdrowych (2005 sztuk), od kréw mlecznych

wykazujacych objawy kliniczne ze strony uktadu oddechowego (801 sztuk), jak
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rowniez od cielat z objawami wskazujagcymi na syndrom oddechowy bydta (864 sztuki).
Surowice przebadano w kierunku obecnosci specyficznych przeciwciatl anty-M. bovis
z wykorzystaniem komercyjnego testu immunoenzymatycznego (ELISA). Na
podstawie oceny wszystkich wojewddztw wykazano blisko 77 % seroprewalencje
zakazen M. bovis. Najwyzszy odsetek surowic dodatnich obserwowano
w  wojewddztwie wielkopolskim (88 %), z kolei najnizszy - w wojewddztwie
mazowieckim (59 %). Nizszy odsetek wynikéw dodatnich zanotowano takze
w wojewodztwie §laskim (69 %). Wyniki uzyskane dla poszczegélnych wojewddztw
mialy pewne przelozenie w analizie seroprewalencji zakazen M. bovis na poziomie
regionéw, ktéra wykazata najwyzszy procent prébek dodatnich w regionie p6tnocno-
zachodnim (ponad 84 %), podczas gdy potudniowy region charakteryzowatl si¢
najnizszym ich odsetkiem (powyzej 73 %). W wyniku przeprowadzonych badan
wykazano réwniez, ze zakazenia M. bovis w Polsce majg charakter endemiczny z uwagi
na obecnos$¢ zwierzat serododatnich we wszystkich wojewddztwach oraz wysoki sredni
odsetek stad dodatnich rzedu 81 %. Odsetek ten byt wyraznie wyzszy w grupie zwierzat
chorych (87 %) w poréwnaniu do zwierzat klinicznie zdrowych (66 %).

W wyniku przeprowadzonych badan wykazano, ze zakazenia M. bovis w Polsce
dotycza réznych grup wiekowych bydla, a najwyzszy odsetek surowic dodatnich
notowano w poéinocno-zachodnim regionie, ktéry charakteryzuje si¢ intensywna
produkcja i hodowla bydta. Po uwzglednieniu jednak sugestii producenta co do progu
czutosci zastosowanego testu ELISA i zmiany zasad interpretacji uzyskanych wynikéw
na poziomie przyjetego obecnie ,,cut off”, ostateczna seroprewalencja zakazen M. bovis
w Polsce oceniana jest na poziomie wynoszacym okoto 30 % 1 jest ona zblizona do tej
notowanej w innych krajach europejskich.

Po uwzglednieniu w ostatecznej interpretacji uzyskanych wynikéw najwyzszych
warto$ci stopni pozytywnos$ci dla przeciwcial anty-M. bovis (wylacznie zakres +++
i ++++) koncowa seroprewalencja tych zakazen w Polsce oscyluje w granicach 30 %

i jest ona zblizona do tej notowanej w innych krajach europejskich.

Badania te byly nast¢pnie kontynuowane w 2011 r., ograniczono si¢ jednak
w tym przypadku wyltacznie do oceny prewalencji zakazen M. bovis u cielat
w przebiegu BRD, co przedstawia publikacja (H-2: Dudek K., Bednarek D.: Last
survey of Mycoplasma bovis prevalence in Polish cattle affected with respiratory

syndrome. Bulletin of the Veterinary Institute in Pulawy 2012, 56, 447-451).
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Ogoétem przebadano 841 surowic oraz dodatkowo 41 prébek wymazéw z jamy nosowo-
gardlowe] oraz wycinkéw pluc bydla. Probki te pochodzity z 13 wojewddztw
usytuowanych na terenie 5 regiondw Polski. W obrebie poszczegdlnych regiondéw
przebadano nastepujaca liczbe probek: region wschodni - 239 surowic (cztery
wojewOdztwa) oraz 11 wymazéw z jamy nosowo-gardlowej (jedno wojewddztwo),
region centralny - 146 surowic (dwa wojewddztwa), dwie prébki ptuc (jedno
wojewOdztwo) oraz 22 wymazy z jamy nosowo-gardlowej (jedno wojewddztwo),
region potudniowy - 140 surowic (dwa wojewddztwa), region pétnocno-zachodni - 259
surowic (trzy wojewodztwa), cztery probki pluc (jedno wojewddztwo) oraz dwa
wymazy z jamy nosowo-gardtowej (jedno wojewddztwo), region poétnocny - 23
surowice (jedno wojewoOdztwo) oraz region potudniowo-zachodni - 34 surowice
pochodzace z jednego wojewddztwa. Otrzymane surowice przebadano w kierunku
obecnosci specyficznych przeciwcial anty-M. bovis, z kolei z probek wymazéw
oraz wycinkéw ptuc izolowano antygen M. bovis. Do obydwu analiz wykorzystano
komercyjne zestawy ELISA. Na podstawie uzyskanych wynikéw wykazano ogdlng
seroprewalencje zakazen M. bovis rzgdu 64 %. Najwyzszy odsetek surowic dodatnich
zanotowano w wojewddztwie matopolskim (82 %), z kolei najnizszg seroprewalencj¢
obserwowano w wojewodztwie lubelskim, ktéra ksztaltowata si¢ na poziomie 43 %.
Analiza seroprewalencji zakazen M. bovis na poziomie regiondw wykazata natomiast
najwyzszy odsetek surowic dodatnich w regionie wschodnim (72 %), podczas gdy
region centralny wykazywat najnizsza seroprewalencje rzedu 53 %. Zblizony odsetek
zwierzat dodatnich serologicznie jak dla regionu centralnego zanotowano dla regionu
poinocnego (57 %). W pozostatych regionach odsetek ten ksztattowat si¢ w przedziale
59-66 %. Z kolei w odniesieniu do wynikéw badan wymazéw i1 wycinkéw pluc
wykazano obecnos¢ tylko jednego izolatu M. bovis, ktéry pochodzit z wycinkéw ptuc
otrzymanych z wojewddztwa zachodniopomorskiego.

Wyniki badan wykazaty, ze problem zakazen na tle M. bovis w populacji bydta
w Polsce jest nadal aktualny, a seroprewalencja zakazen tym drobnoustrojem nadal

utrzymuje si¢ na wysokim poziomie.

Ad.2. Ocena wplywu zakazen Mycoplasma bovis na uklad immunologiczny bydla.

Donosi si¢, ze M. bovis nalezy do drobnoustrojow o zmiennej reaktywnosci

immunologicznej, tj. posiada witasciwosci zaréwno immunostymulujace, jak
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1 immunosupresyjne (Razin i wsp. 1998). Dotychczas wykazano, ze bakteria ta jest
zdolna do stymulacji produkcji niektérych cytokin, z drugiej zas strony wplywa
hamujaco na funkcje komoérek uktadu bialokrwinkowego, np. wybuch tlenowy (Jungi
i wsp. 1996; Thomas i wsp. 1991).

W procesie zapalnym z fosfolipidéw bton komérkowych uwalniany jest kwas
arachidonowy, z ktérego na drodze lipooksygenacji dochodzi do syntezy leukotriendw,
tj. jednych z wazniejszych proimmunologicznych metabolitéw tego kwasu. Procesem
rownolegtym do lipooksygenacji jest natomiast cyklooksygenacja, w konsekwencji
ktorej syntetyzowane sg prostanoidy: prostaglandyny, tromboksany i prostacykliny
(Traczyk i Trzebski 2001).

W Polsce pierwsze badania nad oceng wplywu M. bovis na uklad
immunologiczny bydla wykonano na tacznej liczbie 75 zwierzat, sposrod ktérych 56
stanowily cieleta, natomiast pozostate 19 nalezalo do osobnikéw dorostych, co opisano
w publikacji (H-3: Dudek K., Bednarek D., Szacawa E.: Stimulating effect of
Mpycoplasma bovis infection on proinflammatory response in infected cattle.
Bulletin of the Veterinary Institute in Pulawy 2011, 55, 599-602). Od wszystkich
zwierzat otrzymano surowice, ktérg przebadano w kierunku obecnosci specyficznych
przeciwciat anty-M. bovis z wykorzystaniem komercyjnego zestawu ELISA. Wyniki
badan serologicznych wykazaty obecno$¢ specyficznych przeciwciat u 75 % cielat
oraz 79 % osobnikéw dorostych, co w znacznym stopniu pokrywato si¢ z wyraznymi
objawami klinicznymi zapalenia pluc u tych zwierzat. W kolejnym etapie
w surowicy wszystkich badanych zwierzat okreslono stezenie prostanoidow
(prostaglandyn PGE:z, PGF2, 1 tromboksanéw - TXB2) oraz leukotriendw (LTB4), jako
dobrze poznanych wskaznikéw odpowiedzi zapalnej. Analizy przeprowadzono przy
uzyciu oddzielnych dla kazdego z badanych parametréw komercyjnych zestawéw
ELISA. Wyniki badan wykazaty statystycznie istotny wzrost stezenia PGF», i1 TXB>
u cielgt serododatnich, z kolei u dorostego bydta ze stwierdzong obecnoscig
specyficznych przeciwciat anty-M. bovis wykazano wyraznie podwyzszone st¢zenie
PGE: 1 TXBo. Istotny wzrost stezenia TXB2 obserwowano u obydwu grup wiekowych
bydta, tj. ponad 7-krotny u cielat i 4-krotny u dorostego bydta. Tromboksany nalezg do
silnych aktywatorow agregacji trombocytow 1 czynnikéw kurczacych naczynia
krwionosne (Bye i wsp. 1979), a takze odpowiadaja za przyleganie trombocytéw do
scian naczyn krwionosnych. W konsekwencji u serododatnich zwierzat dochodzi¢

mogto do powstania $rédnaczyniowych zakrzepéw w obrebie docelowych narzadéw
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1 tkanek. Z kolei stymulacja produkcji prostaglandyn u zwierzat z potwierdzong
obecnoscia przeciwcial anty-M. bovis prowadzi¢ mogla do zwigkszonego
rozprzestrzeniania si¢ bakterii w organizmie gospodarza wskutek rozszerzenia i wzrostu
przepuszczalnos$ci naczyn krwionos$nych (Krzymowski i Przata 2005).

W wyniku przeprowadzonych badan wykazano, ze wybrane prostanoidy
spetniajg role mediatorow odpowiedzi zapalnej u bydia z objawami zapalenia ptuc na

tle M. bovis.

Odpowiedz ostrej fazy (acute phase response, APR) jest sktadowa
niespecyficznych reakcji  organizmu, tj. immunologicznych, behawioralnych,
metabolicznych i innych w odpowiedzi na stan zapalny, infekcj¢ lub uraz. Do jednych
z najwazniejszych komponentéow APR naleza biatka ostrej fazy (acute phase proteins,
APPs), ktorych stezenie ro$nie lub maleje w odpowiedzi na stan zapalny (Gruys i wsp.,
1994; Stefaniak 2003). Do pierwszych z nich, tzw. pozytywnych APPs, zaliczamy
u bydta np. surowiczy amyloid A (serum amyloid A, SAA) i haptoglobing¢ (haptoglobin,
Hp). Z kolei negatywne APPs u tego gatunku zwierzat, ktérych stezenie maleje
w warunkach APR, to przyktadowo albumina (Stefaniak 2003; Toussaint i wsp. 1995).
Hp 1 SAA uwazane s3 jak dotychczas za najbardziej indykatorowe APPs u bydia
(Murata 1 wsp. 2004; Petersen 1 wsp. 2004). Wyrazng stymulacj¢ produkcji Hp i SAA
w odpowiedzi na dotchawicowg inokulacj¢ cielat M. bovis obserwowano we
wczesniejszych badaniach wiasnych (Dudek i wsp. 2010). W oparciu o te wyniki, jak
rowniez rezultaty opisane w publikacji H3 podjeto probe szczegétowej oceny wptywu
M. bovis na uklad immunologiczny bydta z potwierdzong obecnos$cia przeciwciat dla
tego drobnoustroju. Wyniki tych badan przedstawia publikacja (H-4: Dudek K.,
Bednarek D., Szacawa E.: Evaluation of immune response in seropositive cattle for
Mpycoplasma bovis. Bulletin of the Veterinary Institute in Pulawy 2011, 55, 631-
634). Analizie poddano facznie 160 zwierzat, do ktérej nalezalo 139 cielgt 1 21
osobnikéw dorostych. Od wszystkich zwierzat pozyskano surowice, ktére poczatkowo
przebadano w kierunku obecnosci specyficznych przeciwcial anty-M. bovis
z wykorzystaniem komercyjnego zestawu ELISA. Wyniki badan serologicznych
wykazaty obecnos¢ specyficznych przeciwcial u 118 cielat (85 %) oraz u 15 osobnikéw
dorostych, co stanowito 86 % tej grupy wiekowej bydta. W celu oceny wplywu
M. bovis na odpornos¢ badanych zwierzat, w pozyskanej od nich surowicy okreslono

stezenie wybranych parametrow immunologicznych, takich jak biatko catkowite,
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v-globuliny oraz wybrane APPs, tj. Hp 1 SAA. U serododatnich cielat wykazano
statystycznie istotny wzrost stezenia wszystkich badanych parametréw, w tym prawie
3-krotny w odniesieniu do analizowanych APPs. Z kolei u dorostego bydta, u ktérego
potwierdzono obecno$¢ specyficznych przeciwciat anty-M. bovis, jedynie st¢zenie SAA
bylo istotnie podwyzszone w poréwnaniu do zwierzat serologicznie ujemnych.
Otrzymane wyniki potwierdzily wczesniejsze badania wlasne, gdzie
obserwowano wyrazng stymulacj¢ produkcji biatka catkowitego, y-globulin, Hp i SAA
w nastepstwie eksperymentalnego zakazenia cielat M. bovis (Dudek 1 wsp. 2010). Na
podstawie uzyskanych wynikéw potwierdzono immunostymulujacy charakter M. bovis,
ktory przejawiat si¢ aktywacja APR wyrazong stymulacjg produkcji waznych jej
komponentéw, tj. APPs oraz wzmozong odpornosciag humoralng u serododatnich

zwierzat, co byto widoczne zwtaszcza u mtodych osobnikow.

Ad.3. Wybér szczepu Mycoplasma bovis wykazujacego najlepsze wlasciwosci
w odniesieniu do badanych cech i potencjalnej jego przydatnosci do budowy

szczepionki.

Wyniki zaprezentowanych powyzej badan wilasnych (H1-H4) wykazaty, ze
zakazenia M. bovis stanowig duzy problem zdrowotny i ekonomiczny w populacji bydta
w Polsce, a sam drobnoustrdj wykazuje silne wtasciwosci immunostymulujace
u tego gatunku zwierzat. Dodatkowo, brak na rynku europejskim komercyjnej
szczepionki przeciwko zakazeniom M. bovis u bydta sktonit do podjecia préby
opracowania wilasnej eksperymentalnej szczepionki. Badania te podzielono na trzy
gléwne etapy. W pierwszym z nich dokonano oceny wpltywu réznych szczepow
M. bovis na uktad immunologiczny cielagt w warunkach eksperymentalnych w celu
wyboru szczepu wykazujacego najlepsze wlasciwosci w odniesieniu do badanych cech.
Badanie przeprowadzono na 24 cieletach w wieku okoto 5 tygodni. W do$wiadczeniu
uzyto jedynie cieleta wolne od zakazenia M. bovis, co zostalo wczesniej potwierdzone
badaniem mikrobiologicznym i serologicznym. Cieleta podzielono na cztery réwne
grupy: trzy doswiadczalne i jedna kontrolng. Cieleta grup doswiadczalnych zostaty
poddane dotchawicowej inokulacji jednym z trzech szczepéw M. bovis, z kolei
zwierzeta grupy kontrolnej otrzymaty analogicznie sterylng sol fizjologiczng. Do
inokulacji cielgt I grupy doswiadczalnej (E1) uzyto krajowego szczepu M. bovis

wyizolowanego od krowy z objawami zapalenia gruczolu mlekowego. Cielgta II grupy
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do$wiadczalnej (E2) zakazono szczepem M. bovis izolowanym z ptuc 5-miesi¢cznego
cielecia padlego na skutek zapalenia ptuc, z kolei do inokulacji cielgt III grupy
doswiadczalnej (E3) uzyto szczepu M. bovis wyizolowanego z zawartos$ci zotadka
poronionego ptodu bydlecego. Dwa ostatnie szczepy wyizolowano na terenie Wielkiej
Brytanii i otrzymano dzi¢ki uprzejmosci dr. Rogera Aylinga z Animal and Plant Health
Agency (Weybridge). Zwierzeta wszystkich grup doswiadczalnych otrzymaty réwna
objetoé¢ inokulatu, tj. 23 ml o zblizonej gestosci dla poszczegdlnych grup: 1,98 x 107
(E1), 1,65 x 107 (E2) oraz 1,58 x 107 (E3) jednostek wigzacych kolonig (colony-forming
unit, CFU) na 1 ml. Grupa kontrola otrzymata natomiast analogicznie sterylny
zbuforowany roztwor soli fizjologicznej (PBS). Krew oraz wymazy z jamy nosowo-
gardtowej pobrano tuz przed inokulacjg cielat (préba zerowa), nastgpnie codziennie az
do 7 dnia obserwacji i kontynuowano w odstepach tygodniowych az do 4 tygodnia po
zakazeniu (H-5: Dudek K., Bednarek D., Ayling R.D., Szacawa E.:
Immunomodulatory effect of Mycoplasma bovis in experimentally infected calves.
Bulletin of the Veterinary Institute in Pulawy 2013, 57, 499-506 i H-6: Dudek K.,
Bednarek D., Szacawa E., Rosales R.S., Ayling R.D.: Flow cytometry follow-up
analysis of peripheral blood leukocyte subpopulations in calves experimentally
infected with field isolates of Mycoplasma bovis. Acta Veterinaria Hungarica 2015,
63, 167-178). Wymazy z jamy nosowo-gardlowej oceniane byly pod katem obecnosci
bakterii z rodzaju Mycoplasma metodg hodowlang na podtozach ptynnych i statych,
a takze w kierunku obecnos$ci antygenu M. bovis przy uzyciu komercyjnego zestawu
ELISA. Z kolei w surowicy krwi okreslano obecnos¢ specyficznych przeciwciat anty-
M. bovis z wykorzystaniem komercyjnego zestawu ELISA. U wszystkich badanych
cielat tuz przed inokulacja oraz u zwierzat kontrolnych przez caly okres do§wiadczenia
nie izolowano antygenu M. bovis z wymazéw z jamy nosowo-gardtowej. Z kolei
u wszystkich grup do$wiadczalnych antygen M. bovis izolowany byl juz od pierwszego
dnia po zakazeniu i stan ten utrzymywat si¢ u przynajmniej jednego osobnika z grupy
az do 28 dnia po inokulacji. Brak obecnos$ci specyficznych przeciwciat anty-M. bovis
stwierdzono u wszystkich badanych cielat tuz przed zakazeniem oraz u zwierzat
kontrolnych az do kofhca doswiadczenia. Z kolei u cielagt wszystkich grup
do$wiadczalnych obecnos¢ specyficznych przeciwcial anty-M. bovis byla notowana
migdzy 14 a 28 dniem po inokulacji. W ciagu kilku dni po zakazeniu ciel¢ta wszystkich
grup doswiadczalnych wykazywaty objawy kliniczne ze strony uktadu oddechowego

(wyptyw z jamy nosowo-gardlowej, kaszel) oraz podwyzszong cieptot¢ wewnetrzng
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cialta, w odréznieniu od zwierzat kontrolnych, u ktérych badanie kliniczne nie
wykazywalo odchylen od normy. W celu oceny wplywu M. bovis na uktad
immunologiczny cielgt w pierwszym etapie przebadano surowice wszystkich zwierzat
pod katem obecno$ci wybranych parametrow immunologicznych, takich jak st¢zenie
biatka catkowitego i zawarto§¢ gamma globulin z podziatem na klasy IgA, IgM i IgG,
koncentracj¢ wybranych APPs, takich jak Hp i SAA, a takze st¢zenie cytokin, tj.
interferonu-y (IFN-y) 1 interleukiny-4 (IL-4). St¢zenie bialka catkowitego oznaczono
metoda biuretowa, natomiast pozostatych parametréw - przy uzyciu oddzielnych
komercyjnych zestawéw ELISA. W zaleznosci od uzytego szczepu M.  bovis
obserwowano  stymulacj¢ lub  supresj¢  syntezy  wybranych  parametrow
immunologicznych. Stymulacje¢ produkcji gamma globulin obserwowano w grupie
cielat E2 1 E3, z kolei istotne podwyzszenie st¢zenia IL-4 notowano w grupie
doswiadczalnej E1. Cecha wspdlna dla trzech badanych szczepéw M. bovis byla
natomiast wyrazna aktywacja APR, ktdra przejawiala si¢ podwyzszeniem st¢zenia Hp
i SAA w pierwszych dniach po zakazeniu we wszystkich grupach do$wiadczalnych.
Z drugiej strony, istotne obnizenie zawartosci biatka catkowitego obserwowane bylto
w grupie E3, z kolei wyrazna supresja produkcji IgA byta notowana we wszystkich
grupach doswiadczalnych (H-5: Dudek K., Bednarek D., Ayling R.D., Szacawa E.:
Immunomodulatory effect of Mycoplasma bovis in experimentally infected calves.
Bulletin of the Veterinary Institute in Pulawy 2013, 57, 499-506).

W celu szczegdtowej oceny wptywu wybranych szczepéw M. bovis na uklad
immunologiczny cielat co przedstawiono w publikacji (H-6: Dudek K., Bednarek D.,
Szacawa E., Rosales R.S., Ayling R.D.: Flow cytometry follow-up analysis of
peripheral blood leukocyte subpopulations in calves experimentally infected with
field isolates of Mycoplasma bovis. Acta Veterinaria Hungarica 2015, 63, 167-178)
we krwi petnej wszystkich badanych zwierzat oznaczono parametry hematologiczne
takie jak: ogdlna liczba leukocytow, z uwzglednieniem podzialu na neutrofile,
limfocyty oraz komorki Sredniej wielkosci stanowigce sumaryczng wartos¢ monocytow,
eozynofilow 1 bazofilow. Badania hematologiczne przeprowadzono z uzyciem
analizatora hematologicznego. W badanym materiale wykonano réwniez szczegétowa
analize¢ fenotypowa limfocytow krwi obwodowej metoda cytometrii przepltywowej.
We krwi petnej wszystkich badanych cielgt oznaczono markery powierzchniowe

(cluster of differentiation antygen, CD) na limfocytach, takie jak CD2* (limfocyty T),
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CD4* (limfocyty T pomocnicze, Th), CD8" (limfocyty cytotoksyczno/supresorowe, T
c/s) oraz WC4* (limfocyty B). Dodatkowo uzyte w doswiadczeniu szczepy M. bovis
poddano szczegélowej analizie sekwencyjnej z zastosowaniem metody MLST
(multilocus  sequence  typing). Kierunek zmian  badanych  parametréw
immunologicznych zalezny byl od rodzaju szczepu wykorzystanego do inokulacji
cielagt. Wyrazne podwyzszenie ogdlnej liczby leukocytéw obserwowano w grupie El,
co mialo odzwierciedlenie we wzroscie liczby neutrofilow. Wartosci tych parametrow
ksztattowaty sie odmiennie w przypadku cielat grupy E2 i E3, u ktérych notowano
generalne ich obnizenie w odniesieniu do kontroli, z wyjatkiem pierwszego dnia po
inokulacji. Wzrost ogdlnej liczby leukocytéw prawdopodobnie byl spowodowany
stymulacjg produkcji i recyrkulacji neutrofiléw. Z kolei spadek wartosci tego parametru
byl wypadkowa migracji neutrofiléw do tkanek docelowych (Salmon i Higgs 1987).
W grupie E3 obserwowano réwniez spadek liczby limfocytéw w poréwnaniu do
pozostatych grup zwierzat. Badania in vitro przeprowadzone przez Vanden Bush
i Rosenbush (2003) wykazaty ekspresje CD4" i CD8* w nastepstwie zakazenia
M. bovis. Wlasna analiza fenotypowa limfocytéw krwi obwodowej wykazata
stymulacj¢ produkcji limfocytow T w grupie doswiadczalnej E2 i E3, co miato
przetozenie w podwyzszonej wartosci CD4". Z kolei, w grupie cielat El jedynie
niewielka stymulacja produkcji limfocytow Th byla rekompensowana przez
podwyzszenie odsetka limfocytéw B. U pozostatych grup do§wiadczalnych odpowiedz
immunologiczna zalezna od limfocytow B nie byla wyraznie zaznaczona i miata
przetozenie w stopniu intensywnosci produkcji specyficznych przeciwciat anty-M. bovis
co zaprezentowano w publikacji HS. W grupie E1 obserwowano takze przewazajacy
w odniesieniu do pozostatych grup doswiadczalnych wzrost stosunku CD4:CDS.
Brak réwnowagi tego parametru moze stanowi¢ zatem wskaznik stymulacji lub supresji
odpowiedzi immunologicznej zaleznej of limfocytéw T i przez to stanowi¢ pewne
znaczenie diagnostyczne. U wszystkich grup do§wiadczalnych obserwowano natomiast
zblizony lub nizszy niz u kontroli odsetek limfocytéw T c/s, zwlaszcza w grupie El, co
moglo mie¢ zwigzek z przemieszczeniem tych komoérek do tkanek docelowych i ich
lokalne dziatanie cytotoksyczne. Z kolei wyniki analiz sekwencyjnych z zastosowaniem
metody MLST wykazaty r6znice w przynalezno$ci badanych szczepéw M. bovis do
réznych typow sekwencyjnych. Pomimo odmiennych typéw sekwencyjnych dla
angielskich izolatéw, tj. odpowiednio ST30 (izolat ptucny) i ST32 (izolat z zawartosci

zotadka), sklasyfikowano je do jednego kompleksu klonalnego (clonal complex 1).
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Natomiast krajowy izolat M. bovis otrzymal typ sekwencyjny ST36, ktory nie
wykazywal przynaleznosci do zadnych uprzednio scharakteryzowanych kompleksow
klonalnych.

Na podstawie oceny wynikow wszystkich parametréw immunologicznych
wybrano do dalszych badan krajowy szczep M. bovis, ktéry wykazywal najlepsze

wlasciwosci w odniesieniu do badanych cech.

Ad.4. Wybér odpowiedniej kombinacji adiuwantow spelniajacych najlepsze
wlasciwosci w odniesieniu do badanych cech i potencjalnej ich przydatnosci

do budowy szczepionki.

Drugim etapem badan nad opracowaniem wlasnej szczepionki (w oparciu
o wybrany w pierwszym etapie badan eksperymentalnych polski szczep M. bovis) byta
ocena r6znych rodzajéw adiuwantéw majgca na celu wybor takiej ich kombinacji, ktéra
wykazywac bedzie najlepsze wtasciwosci w odniesieniu do badanych cech. Wyniki tych
badan przedstawiono w publikacji (H-7: Dudek K., Bednarek D., Ayling R.D.,
Szczotka M., Iwan E., Kocki J.: Analysis of the immune response of calves to
various saponin-based adjuvants for an experimental Mycoplasma bovis vaccine.
Acta Veterinaria Hungarica 2018, 66, 226-240). Badania przeprowadzono na 24
cieletach w wieku okoto 5 tygodni, ktére zostaly podzielone losowo na cztery réwne
grupy: trzy do$wiadczalne i jedng kontrolng. Do badan wykorzystano cielgta wolne od
M. bovis co zostalo potwierdzone metoda mikrobiologiczng i serologiczng. Do
przygotowania wszystkich rodzajow mieszanin zawiesiny szczepu M. bovis
1 odpowiedniego adiuwantu wykorzystano wyselekcjonowany w pierwszym etapie
badan polski szczep M. bovis. Cielgta I grupy doswiadczalnej (S) otrzymaty podskoérnie
mieszaning szczepu M. bovis z saponing. Zwierzgtom II grupy doswiadczalnej (S+E)
zostala podana podskérnie mieszanina szczepu M. bovis z saponing, do ktérej zostat
dodany dodatkowy adiuwant - Emulsigen®. Cieleta III grupy doswiadczalnej (S+E+T)
otrzymaty podskérnie mieszaning jak cieleta grupy S+E, ktérg wzbogacono o inny
adiuwant - octan a-tokoferolu. Cieleta wszystkich grup doswiadczalnych otrzymaty
mieszaning w réwnej objetosci, tj. 8 ml/zw. i koncentracji réwnej 6,25 x 10’ CFU/ml.
W doswiadczeniu saponina spetniata dwojaka funkcje, adiuwantu oraz inaktywatora
komérek mykoplazmowych. Grupa kontrolna cielgt otrzymata natomiast analogicznie

»placebo” w postaci jatowego roztworu PBS. Krew oraz wymazy z jamy nosowo-
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gardtowej zostaly pobrane od wszystkich cielat bezposrednio przed do$swiadczeniem
(proba zerowa), kolejne codziennie az do 7 dnia obserwacji, a nastepnie
w tygodniowych odstepach az do 12 tygodnia po inokulacji (84 dzien do$wiadczenia).
Wymazy z jamy nosowo-gardlowej przebadano w kierunku obecnos$ci antygenu
M. bovis, z kolei w surowicy krwi okreslano obecnos$¢ specyficznych przeciwciat anty-
M. bovis. Obydwa oznaczenia wykonano z wykorzystaniem oddzielnych komercyjnych
zestawow ELISA. Oznaczenia specyficznych przeciwcial kontynuowano az do 24
tygodnia po iniekcji. We krwi pelnej wszystkich cielat oznaczono nastgpujace
parametry immunologiczne: ogdélng liczbe leukocytéw z podzialem na granulocyty,
limfocyty i monocyty z wykorzystaniem analizatora hematologicznego oraz obecnos¢
markeréw powierzchniowych CD na limfocytach krwi obwodowej, tj. limfocyty T
(CD2%), limfocyty Th (CD4%), limfocyty T c/s (CD8") oraz limfocyty B (WC4") za
pomoca cytometra przeptywowego. Z kolei w surowicy krwi wykonano badania
w kierunku innych wskaznikéw odpornosci, takich jak: st¢zenie wybranych APPs, t;j.
Hp i SAA oraz koncentracja cytokin: IFN-y i IL-4. Wszystkie te oznaczenia wykonano
z zastosowaniem oddzielnych komercyjnych zestawéw ELISA. Natomiast stezenie
pozostatych cytokin w surowicy krwi, takich jak interleukiny IL-6, IL-10 i IL-12
oraz czynnika martwicy nowotworu-a (TNF-a) oznaczono z wykorzystaniem
cytometrii. Wszystkie cieleta poddane byly standardowemu badaniu klinicznemu.
W odpowiedzi na iniekcj¢ zawiesiny szczepu i odpowiedniej kombinacji adiuwantu
u zwierzat wszystkich grup doswiadczalnych obserwowano przejsciowy wzrost cieptoty
wewnetrznej ciala, ktéry ustapil po uptywie kilku dni po iniekcji. U jednego cielgcia
grupy S+E+T obserwowano Sluzowy wyplyw z jamy nosowo-gardiowej w 6 dniu po
iniekcji. Z kolei u niektérych zwierzat grup doswiadczalnych zanotowano niewielkiego
stopnia obrzek tkanek podskornych w miejscu iniekcji, ktéry ulegt resorpcji po uptywie
kilku dni po iniekcji. U wszystkich badanych cielat nie wykazano obecnosci antygenu
M. bovis przez caly okres trwania doswiadczenia. Bezposrednio przed do§wiadczeniem
u wszystkich badanych cielgt oraz u zwierzat kontrolnych przez caly czas trwania
do$wiadczenia nie wykazano obecnosci specyficznych przeciwcial anty-M. bovis
w surowicy. Juz od 2 tygodnia po iniekcji we wszystkich grupach do$wiadczalnych
obserwowano istotny wzrost odsetka przeciwcial w poréwnaniu do grupy kontrolne;j,
ktéry utrzymywat si¢ az do konca doswiadczenia, tj. do 24 tygodnia po iniekcji.
Najwyzszy odsetek specyficznych przeciwcial obserwowany byt jednak w grupie S+E.

Pomimo wyraznego pobudzenia odporno$ci humoralnej co wykazano, nalezy podkresli¢



Zatacznik nr 2 20

rowniez wyjatkowe znaczenie odpowiedzi komoérkowej w eliminacji tej bakterii
z organizmu gospodarza co jest obecnie eksponowane (Nicholas 1 wsp. 2017).
W pierwszym dniu po iniekcji podczas realizacji wlasnych badan obserwowano
u zwierzat doswiadczalnych istotny wzrost ogélnej liczby leukocytéw, ktéry wynikat
z podwyzszonej w tym czasie liczebnos$ci granulocytéw i monocytéw. W pozostatych
dniach doswiadczenia wartosci te byly raczej zblizone lub nizsze w poréwnaniu do
kontrolnych. Z kolei liczba limfocytow w grupie S+E oraz S+E+T byla generalnie
obnizona w poréwnaniu do kontroli przez wigkszos¢ doswiadczenia, w odréznieniu do
grupy S, gdzie obserwowano raczej zblizone do kontroli warto$ci. Obserwowana
limfopenia byta prawdopodobnie wynikiem recyrkulacji tych komorek. Analiza
fenotypowa limfocytéw krwi obwodowe] wykazata generalng stymulacje odpowiedzi
immunologicznej zaleznej od limfocytéw T u wszystkich grup doswiadczalnych,
chociaz jej kierunek zalezny byt od uzytej kombinacji adiuwantéw. Wyrazny wzrost
odsetka markeréow CD2* i CD4" obserwowano u cielagt grupy S+E w poréwnaniu
z kontrola, z kolei u pozostatych grup doswiadczalnych wartosci tych parametréw bytly
raczej zblizone do kontroli. U tych grup z kolei przewazata stymulacja odsetka markera
dla limfocytéow T c/s. Z kolei odsetek limfocytéw B byl podwyzszony w réznych dniach
obserwacji u wszystkich grup do$wiadczalnych, jednak z przewaga dla grupy S+E.
Limfocyty T pomocnicze odpowiedzialne s3 bowiem za sekrecj¢ cytokin, ktdore
uczestniczag w réznicowaniu limfocytéw B do komoérek plazmatycznych,
w konsekwencji prowadzac do produkcji przeciwcial (Hermeyer i wsp. 2012). Stan ten
tlumaczy najbardziej znaczacg stymulacje¢ produkcji specyficznych przeciwciat anty-M.
bovis w tej grupie cielat. Z kolei analiza koncentracji wybranych cytokin wykazata
wzrost wartosci IFN-y u wszystkich grup do$wiadczalnych w poréwnaniu z kontrolg
w pierwszych dniach po iniekcji, z kolei st¢zenie IL-4 bylo podwyzszone jedynie
w grupie S+E+T oraz S+E i tylko w niektérych dniach obserwacji. Badania
przeprowadzone przez Vanden Bush i Rosenbusch (2003) wykazaty dominujacg role
odpowiedzi immunologicznej zaleznej od limfocytéw Th2 w odpowiedzi na zakazenie
M. bovis, co miatlo odzwierciedlenie w przewazajacej stymulacji IL-4. W badaniach
tych wykazano réwniez stymulacj¢ obydwu subpopulacji komérek CD4* i CDS,
jednak w doswiadczeniu tym aktywacj¢ wspomnianych parametréw obserwowano po
stymulacji antygenem M. bovis obwodowych komoérek jednojadrzastych izolowanych
od cielgt zakazonych eksperymentalnie M. bovis (Vanden Bush i Rosenbusch 2003).

Z kolei odpowiedz immunologiczna zalezna of limfocytéw Thl charakteryzuje si¢
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przewazajaca ekspresja IFN-y, ze znikomg lub brakiem odpowiedzi ze strony IL-4
(Estes 1 wsp. 1995; Vanden Bush i1 Rosenbusch 2003). Ocena stezenia cytokin
oznaczanych cytometrycznie wykazata natomiast generalne podwyzszenie koncentracji
IL-6 w grupie S+E. U pozostatych grup do§wiadczalnych warto$ci tego parametru bytly
zblizone do kontroli, z wyjatkiem 84 dnia obserwacji gdzie wykazano istotne jego
obnizenie. Stezenie TNF-a u wszystkich grup do§wiadczalnych bylo raczej zblizone do
kontroli, z wyjatkiem 56 dnia obserwacji dla grupy S+E z pewnym podwyzszeniem
wartos$ci tego parametru. IL-6 1 TNF-a uwazane s3 za prozapalne cytokiny i spetniaja
funkcje regulatorowg w odniesieniu do innych cytokin (Knolle i wsp. 1995; Schindler
1 wsp. 1990; van Miert 1995). Podobne zaleznos$ci jak w przypadku TNF-o wykazano
dla IL-10, cytokiny zwigzanej z limfocytami Th2, jednak w 56 dniu po iniekcji wartosci
interleukiny byly wyraznie obnizone w grupie S w poréwnaniu z kontrolg (O’garra
1 Vieira 2004; Saraiva i O’Garra 2010). Stgzenie IL-12p70 byto natomiast podwyzszone
w grupie S+E i1 S+E+T w poréwnaniu z kontrolg we wszystkich dniach obserwacji,
z przewagg jednak dla pierwszej z grup. W przypadku grupy S wartosci tego parametru
byly zblizone do kontroli. Z kolei koncentracja IL-12p40 u wszystkich grup
do$wiadczalnych byta generalnie zblizona do kontroli, z wyjatkiem 28 dnia obserwacji,
gdzie wykazano statystycznie istotny wzrost wartosci tego parametru w grupie S+E.
IL-12 znana jest bowiem z udzialu w regulacji odpowiedzi immunologicznej zaleznej
od limfocytéw Thl (Farias i wsp. 2016). Wyniki wtasnych analiz w odniesieniu do
cytokin wskazuja natomiast, ze odpowiedz immunologiczna na iniekcj¢ mieszaniny
szczepu M. bovis 1 odpowiednich adiuwantéw na bazie saponiny zalezna jest raczej od
limfocytéw Thl lub jest to odpowiedz mieszana, Th1/Th2. Z kolei w dotychczas
prowadzonych badaniach z udzialem komercyjnych szczepionek przeciwko zakazeniom
M. bovis, czy wczesniej juz wspomnianej szczepionki zywej, nie wykazano istotnych
zmian w ocenie wybranych cytokin (Soehnlen i wsp. 2011; Zhang i wsp. 2014).
W prezentowanej publikacji u grup doswiadczalnych wykazano wyrazng stymulacje
produkcji Hp i SAA w pierwszych dniach po iniekcji. Przewazajace wartosci obydwu
tych biatek byly obserwowane jednak w grupie S+E+T oraz S+E. Dotychczas
wykazano, ze niektére z cytokin, takie jak IL-6 czy TNF-a, posrednicza w syntezie
APPs (Gruys 1 wsp. 2005; Heinrich 1 wsp. 1990). Zatem w przypadku niektérych grup
do$wiadczalnych, jak S+E, gdzie wykazano pewng stymulacj¢ produkcji IL-6, mozna
dopatrywac si¢ jej udzialu w podwyzszonej koncentracji wybranych APPs. Wzrost

stezenia SAA u wszystkich grup doswiadczalnych mégt mie¢ zwigzek z wykazang na
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modelu czlowieka rekrutacja i migracjg leukocytéw oraz ich infiltracja w obrebie
docelowych tkanek, z drugiej za$ strony zdolnos¢ tego biatka do hamowania wybuchu
tlenowego komoérek uktadu biatokrwinkowego moze zapobiega¢ uszkodzeniom tkanek
przez produkowane w tym procesie reaktywne formy tlenu (Badolato i wsp. 1994;
Linke i wsp. 1991). Z kolei stymulacja produkcji Hp u cielat doswiadczalnych réwniez
potwierdzita korzystne dzialanie zastosowanych kombinacji adiuwantéw, z uwagi na
przeciwzapalne i antyoksydacyjne wiasciwosci tego biatka (Oh 1 wsp. 1990).
Reasumujac, wyniki wlasnych badan wskazuja, ze zastosowane kombinacje
adiuwantéw na bazie saponiny skutecznie stymulowaly zaréwno humoralng, jak
i komérkowg odpowiedz immunologiczng cielat, jednak z wyrazng przewaga na rzecz

potaczenia saponiny z Emulsigenem®.

W celu szczegdtowej oceny réznych rodzajow adiuwantéw jako potencjalnych
kandydatéw do opracowania eksperymentalnej szczepionki przeciwko zakazeniom
M. bovis u bydla do ww. schematu doswiadczenia dodano jeszcze jedng grupe
doswiadczalng - IV. Cieleta IV grupy doswiadczalnej zostaly poddane podskérnej
iniekcji mieszaniny szczepu M. bovis 1 saponiny jak w przypadku II i III grupy
do$wiadczalnej, do ktérej dodano dodatkowo adiuwant posiadajacy w sktadzie dimer
lizozymu - Lydium-KLP™ co przedstawiono w publikacjach (H-8: Dudek K.,
Bednarek D.: T- and B-cell response analysis following calf immunisation with
experimental Mycoplasma bovis vaccine containing saponin and lysozyme dimer.
Journal of Veterinary Research 2017, 61, 433-437 i H-9: Dudek K., Bednarek D.:
Saponin-based Mycoplasma bovis vaccine containing lysozyme dimer adjuvant
stimulates acute phase response in calves. Journal of Veterinary Research 2018,
62, 269-273). ObjetoS¢ mieszaniny oraz zawarta w nim koncentracja komorek
mykoplazmowych byla analogiczna jak w przypadku pozostatych  grup
do$wiadczalnych. Do dalszych badan laboratoryjnych pobrano krew wedtug schematu
pobran jw. We krwi pelnej oznaczono obecnos$¢ specyficznych markeréw
powierzchniowych CD na limfocytach krwi obwodowej (CD2*, CD4*, CD8" i WC4")
z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej co przedstawiono w publikacji (H-8:
Dudek K., Bednarek D.: T- and B-cell response analysis following calf
immunisation with experimental Mycoplasma bovis vaccine containing saponin and
lysozyme dimer. Journal of Veterinary Research 2017, 61, 433-437). Wyniki badan

wykazaly podwyzszenie odsetka limfocytow T w pierwszych dniach po iniekcji
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mieszaniny oraz jego kontynuacje w koncowym okresie miedzy 63 a 77 dniem
obserwacji, co mialo pewne przelozenie w charakterze zmian limfocytow T
pomocniczych. W pozostatych dniach obserwacji odsetek obydwu tych parametréw byt
zblizony lub nizszy w poréwnaniu do kontroli. Z kolei analiza fenotypowa pozostatych
parametrow  wykazata generalng stymulacj¢ produkcji limfocytéw T  c/s
oraz limfocytow B w grupie cielgt do§wiadczalnych przez niemal caty okres trwania
do$wiadczenia. Wyniki tych badan s3 zgodne z wcze$niejszymi obserwacjami (H7)
gdzie wykazano wzmozenie komérkowej odpowiedzi immunologicznej w nastgpstwie
iniekcji mieszaniny szczepu M. bovis w potaczeniu z adiuwantem na bazie saponiny,
zaleznej od limfocytéw T i B. Ponadto w oparciu o te badania, a takze obserwacje
innych autoréw dowiedziono, ze szczepionka przygotowana w oparciu o catg komorke
M. bovis jest zdolna do stymulacji proliferacji limfocytéw bydlecych (Mulongo i wsp.
2013).

Z kolei w surowicy krwi oznaczono koncentracj¢ biatek ostrej fazy, tj. Hp
i SAA oraz wybranych cytokin, takich jak IFN-y i IL-4 przy uzyciu oddzielnych dla
kazdego z parametrow, komercyjnych zestawow ELISA, co zaprezentowano
w publikacji (H-9: Dudek K., Bednarek D.: Saponin-based Mycoplasma bovis
vaccine containing lysozyme dimer adjuvant stimulates acute phase response in
calves. Journal of Veterinary Research 2018, 62, 269-273). W odpowiedzi na
iniekcj¢ zawiesiny zawierajacej dimer lizozymu jako adiuwant wykazano statystycznie
istotne podwyzszenie stezenia SAA, zwlaszcza w pierwszych dniach obserwacji.
Wzrost ten byl obserwowany takze w koncowym etapie doswiadczenia, tj. w 56 1 84
dniu obserwacji. Stymulacja produkcji Hp nie byla az tak spektakularna jak
w przypadku SAA 1 utrzymywata si¢ jedynie do 2 dnia po iniekcji zawiesiny.
W pierwszych dniach po iniekcji mieszaniny szczepu i dwoch adiuwantéw, saponiny
i dimeru lizozymu, notowano réwniez istotne podwyzszenie koncentracji IFN-y, z kolei
stezenie IL-4 znajdowalo si¢ w tej grupie doswiadczalnej podobnie jak u kontroli
ponizej granicy wykrywalnosci dla tego parametru. Wyniki tych badan w odniesieniu
do stymulacji produkcji wybranych APPs oraz IFN-y byly zgodne z wcze$niejszymi
obserwacjami (H7) 1 potwierdzity korzystny wplyw zaproponowanej kombinacji
adiuwantéw na odporno$¢ badanych cielat w  kontek§cie = wzmocnienia
przeciwbakteryjnych i antyzapalnych mechanizméw obronnych. Z kolei obserwowana

stymulacja produkcji IFN-y w grupie doswiadczalnej, co zostato wykazane w badaniach
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innych autoréw nad wptywem dimeru lizozymu na uktad immunologiczny prosiat, jest
raczej wynikiem odzialywania samego adiuwantu niz wilasciwoscia M. bovis (Siwicki
i wsp. 1997). Dodatkowo, z uwagi na brak zmian w koncentracji IL-4 u cielat
do$wiadczalnych domniema si¢, ze odpowiedZz immunologiczna na tg kombinacje

adiuwantéw zalezna jest od limfocytéw Thl.

Na podstawie wuzyskanych wynikéw badan, ktére zaprezentowano
w publikacjach H7-9 stwierdzono, ze najbardziej przydatng kombinacja adiuwantow
w stosowanej zawiesinie iniekcyjnej M. bovis jest potaczenie saponiny
z Emulsigenem®, z uwagi na najlepiej wyrazong stymulacje zaréwno komérkowych, jak
1 humoralnych mechanizméw odpowiedzi immunologicznej badanych cielat po jej

zastosowaniu.

Ad. 5. Opracowanie szczepionki i jej ocena w warunkach eksperymentalnych

na cieletach.

Na podstawie wybranego w pierwszym etapie badan polskiego szczepu
M. bovis oraz wyselekcjonowanego w drugim etapie odpowiedniego typu adiuwantu, tj.
potaczenia saponiny z Emulsigenem®, opracowano eksperymentalng szczepionke
przeciwko zakazeniom tym drobnoustrojem, ktdrej skuteczno$¢ oceniono na cieletach
w warunkach eksperymentalnych co zaprezentowano w publikacji (H-10: Dudek K.,
Bednarek D., Ayling R.D., Kycko A., Szacawa E., Karpinska T.A.: An
experimental vaccine composed of two adjuvants gives protection against
Mpycoplasma bovis in calves. Vaccine 2016, 34, 3051-3058). Badania przeprowadzono
na 18 cieletach w wieku 3-4 tygodni, ktére podzielono losowo na trzy réwne grupy,
szczepiong (Vac), zakazong nieszczepiong, tzw. kontrole dodatnia (PC) oraz kontrolg
ujemng (NC). Do badan uzyto cielgta wolne od zakazenia M. bovis, co zostalo
potwierdzone badaniem mikrobiologicznym, molekularnym 1 serologicznym. Cielgta
grupy Vac zostaly poddane podskornej iniekcji eksperymentalnej szczepionki
w objetosci 8 ml/zw. i koncentracji komérek mykoplazmowych poddanych uprzednio
inaktywacji saponing réwnej 6,9 x 107 CFU/ml. W tym samym czasie cieleta grup
kontrolnych (PC 1 NC) w analogiczny sposéb otrzymaty PBS. Po uptywie 3 tygodni
cieleta grupy Vac i PC zostaly poddane dotchawicowej inokulacji homologicznym

szczepem M. bovis w objetoéci 23 ml i koncentracji 1,5 x 108 CFU/ml. Wymazy z jamy
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nosowo-gardtowej badanych wszystkich cielgt pobrano tuz przed szczepieniem (préba
zerowa), a nastgpnie w 7-dniowych odstepach do trzeciego tygodnia po szczepieniu
i kolejno w 22, 25, 28, 35 i 42 dniu po szczepieniu, z kolei krew do dalszych badan
laboratoryjnych pozyskano w 0, 1-7, 11, 15, 19, 23 i 39 tygodniu po szczepieniu.
W okresie poszczepiennym, tj. w 1-4, 7 i 14 dniu w przypadku grupy Vac i NC oraz dla
wszystkich cielagt w nastepstwie inokulacji w 1, 3, 7, 14 1 21 dniu po zakazZeniu,
dokonano oceny klinicznej zwierzat pod katem nastepujacych parametrow:
czestotliwos¢ oddech6éw/min, liczba tetna/min, cieplota wewnetrzna ciata, a takze
obecnosci objawéw chorobowych ze strony uktadu oddechowego (np. wyptyw z jamy
nosowo-gardtowej, kaszel, rz¢zenia itp.) oraz obecnos¢/brak reakcji poszczepiennych
w miejscu iniekcji. Po uptywie 3 tygodni po zakazeniu, losowo wybrane po dwa cieleta
z kazdej grupy poddano ubojowi diagnostycznemu w celu oceny anatomo-
1 histopatologicznej pobranych narzadéw i tkanek. Wymazy z jamy nosowo-gardtowe;j
oceniano pod katem obecnosci bakterii z rodzaju Mycoplasma metoda hodowli na
wybidrczo-namnazajacych podtozach plynnych i1 statych oraz antygenu M. bovis
z wykorzystaniem komercyjnego zestawu ELISA. Z kolei wycinki narzadéw, tj. ptuc,
weziéw chlonnych, watroby, serca i nerek, badano pod katem obecno$ci materialu
genetycznego (DNA) M. bovis z wykorzystaniem PCR, a takze DNA dla Mycoplasma
spp. przy uzyciu metody PCR/DGGE (PCR/elektroforeza w gradiencie czynnika
denaturujgcego). W surowicy krwi oznaczono natomiast obecno$¢ specyficznych
przeciwciat anty-M. bovis z zastosowaniem komercyjnego zestawu ELISA
oraz wybrane parametry immunologiczne: stezenie ogdlnej puli bydlecych
immunoglobulin, z podzialem na klasy IgG, IgA 1 IgM przy uzyciu oddzielnych
komercyjnych zestawéow ELISA. W nastgpstwie szczepienia u cielgt grupy Vac
obserwowano przejsciowe podwyzszenie liczby oddechéw i tetna/min. Tylko u jednego
cielecia notowano obecno$¢ niewielkiego stopnia obrzgku tkanek migkkich w miejscu
iniekcji, ktéry po uptywie 3 tygodni ulegt resorpcji. Jedynie dwa cieleta wykazywaly
sluzowy wyptyw z jamy nosowo-gardiowej, ktéry utrzymywat si¢ u jednego z nich do 4
dnia po szczepieniu. Cieplota wewngtrzna ciala nie wykazywata natomiast odchylen od
normy. Z kolei w odpowiedzi na zakazenie zaréwno u cielgt grupy Vac jak i PC
obserwowano podwyzszong liczbe oddechéw/min, jednak od 7 dnia po inokulacji stan
ten utrzymywat si¢ jedynie w grupie cielat PC. W nastepstwie zakazenia u cielat
obydwu grup (PC i Vac) diagnozowano obecno$¢ sluzowego wyptywu z jamy nosowo-

gardtowej, jednak jego intensywno$¢ byla wyraznie wigksza w przypadku grupy PC.
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Dodatkowo u jednego cielecia grupy PC w okolicy przednich ptatéw ptuc styszalne
byly szmery oddechowe w postaci rzezen. Z kolei u cielat grupy NC podstawowe
parametry kliniczne utrzymywaly si¢ w granicach normy. Nie obserwowano réwniez
w tej grupie zwierzat objawéw chorobowych ze strony ukladu oddechowego.
U wszystkich cielgt tuz przed rozpoczeciem wlasciwego do§wiadczenia oraz u cielat
grupy NC nie wykazano obecnos$ci M. bovis. Z kolei u cielgt grupy PC izolowano
antygen M. bovis juz od pierwszego dnia po zakazeniu i stan ten utrzymywat si¢ az do
21 dnia po inokulacji (tagcznie 18 izolatéw). Dla poréwnania, u cielat grupy Vac
zdiagnozowano obecnos$¢ jedynie 2 izolatbw w 4 i 7 dniu po zakazeniu, obydwa
pochodzity od tego samego zwierzecia. Natomiast wszystkie wycinki badanych
narzadéw pochodzace od cielgt grupy NC i Vac byly wolne od obecno$ci antygenu
M. bovis oraz DNA Mycoplasma spp. Z kolei u jednego z cielat grupy PC wykazano
obecnos¢ antygenu M. bovis w wycinkach pluc, weztéw chtonnych srédpiersiowych
1 nerki, natomiast u drugiego antygen izolowany byt z serca. W odpowiedzi na
szczepienie wykazano istotny wzrost odsetka specyficznych przeciwcial anty-M. bovis
w grupie Vac w poréwnaniu do grup NC i PC juz od 2 tygodnia po szczepieniu, ktory
utrzymywat si¢ az do konca doswiadczenia, tj. do 39 tygodnia po szczepieniu.
Natomiast w grupie PC obserwowano stymulacj¢ produkcji specyficznych przeciwciat
miedzy 4 a 16 tygodniem po zakazeniu. W nastepstwie szczepienia obserwowano
wyrazne podwyzszenie st¢zenia catkowitej puli Ig bydlecych w poréwnaniu do grup NC
i PC w 21 i 35 dniu po szczepieniu, réznice istotne statystycznie obserwowano
natomiast miedzy grupg Vac i NC w 42 dniu po szczepieniu. Z kolei stezenie IgG
w grupie Vac bylo wyraznie wyzsze niz u cielat grupy NC i PC juz od 14 dnia po
szczepieniu 1 utrzymywato si¢ az do 42 dnia obserwacji, r6znice migdzy warto$ciami
tego parametru byty jednak wczesniej widoczne, bo juz od 7 dnia i bardziej zaznaczone
mi¢dzy grupg Vac i NC. Koncentracja IgM byla na statystycznie istotnie wyzszym
poziomie u cielgt grupy Vac w 7 i 14 dniu po szczepieniu w poréwnaniu do grupy NC,
a w dniu inokulacji osiggata wartosci zblizone do obydwu kontroli. Z kolei
w nastgpstwie zakazenia obserwowano wzrost warto$ci tego parametru u grup Vac
1 PC. Wartosci te utrzymywaty si¢ na wyzszym niz w grupie NC poziomie az do 42 dnia
obserwacji. W przypadku stezenia IgA notowano wzrost warto$ci tego parametru
w grupie Vac juz od 7 dnia po szczepieniu, a w 14 dniu obserwacji osiggato ono
statystycznie istotnie wyzsze wartosci w poréwnaniu do obydwu grup kontrolnych.

Z kolei w nastgpstwie zakazenia obserwowano podwyzszone st¢zenie IgA w grupie Vac
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1 PC az do 42 dnia obserwacji w poréwnaniu do kontroli ujemnej (NC). W 28 dniu
obserwacji, tj. w 7 dniu po zakazeniu, wzrost ten byl istotny statystycznie u obydwu
tych grup w poréwnaniu do grupy NC. Wyrazna stymulacja koncentracji IgA
u szczepionych cielgt prawdopodobnie miata zwigzek z aktywacja lokalnej odpowiedzi
immunologicznej w obrebie tkanki limfatycznej bton sluzowych uktadu oddechowego
(mucosa-associated lymphoid tissue, MALT), co moglo ograniczy¢ kolonizacje tych
bton przez M. bovis (Underdown 1 Schiff 1986). Wyniki tych badan obalily tezg, ze
szczepionki inaktywowane przeciwko M. bovis nie wykazuja zdolnosci do stymulacji
tego rodzaju odpornosci (Howard i Gourlay 1983). Dostgpne na rynku amerykanskim
szczepionki generalnie charakteryzowaly si¢ stabg immunogenno$ciag w odniesieniu do
ocenianych klas Ig (IgA, IgM i IgG2) pomimo wielokrotnego ich podania, co byto
skorelowane z brakiem efektywnosci tych szczepionek w zakresie siewstwa M. bovis
z gérnych drég oddechowych, rozwoju zmian chorobowych w obrebie ptuc i narzadu
stuchu, a w niektérych przypadkach dochodzilo nawet do zaostrzenia choroby
(Maunsell i wsp. 2009; Soehnlen i wsp. 2011). Pewna stymulacj¢ produkcji IgG2
obserwowano natomiast po podaniu eksperymentalnej szczepionki podjednostkowe;]
przygotowanej na bazie ekstraktow biatka M. bovis, frakcji btony komoérkowej bakterii
i kombinacji dwéch adiuwantéw, w tym Emulsigenu™, jednak nie chronita ona w petni
szczepionych zwierzat przed rozwojem choroby (Mulongo i wsp. 2013). Stymulacje
produkcji IgG specyficznych dla M. bovis notowano z kolei w nastgpstwie iniekcji
dwéch wariantow szczepionki zywej, atenuowanej wielokrotnoscig pasazy szczepow
M. bovis. Szczepionka ta wykazywata pewne wilasciwosci ochronne, jednak siewstwo
M. bovis z gérnych drég oddechowych bylo wyrazne 1 utrzymywato si¢ przez dlugi
okres doswiadczenia (Zhang i wsp. 2014). Ocena makroskopowa narzadéw cielat grupy
PC wykazata obecno$¢ zmian konsolidacyjnych tkanki ptucnej o strukturze
marmurkowatej, obecno$¢ ropni w ptacie dodatkowym ptuca prawego, powickszone
wezlty chtonne $rédpiersiowe, zrosty w worku osierdziowym, przekrwienie ptatow
doczaszkowych ptuc, a takze nacieki tkanki chtonnej w nerkach. Z kolei u cielat grupy
Vac zdiagnozowano obecnos¢ jedynie malego stopnia przekrwien punktowych
w plucach, niewielkiego stopnia obrzgki tkanki limfatycznej w nerkach oraz nieznaczne
powigkszenie wezta chlonnego $rédpiersiowego u jednego z osobnikéw. U cielat grupy
NC nie obserwowano natomiast zadnych zmian patologicznych w obrgbie badanych
narzadéow, z wyjatkiem nieznacznego stopnia przekrwien w obrebie ptatéw

doczaszkowych ptuc. Analiza histopatologiczna ptuc cielat grupy PC z zastosowaniem
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mikroskopii Swietlnej wykazata wieloogniskowe wiéknikowo-ropne zapalenie pluc
1 oskrzeli, hiperplazje tkanki limfatycznej zwiazanej z oskrzelem (bronchus-associated
lymphoid tissue, BALT), okotooskrzelowe nacieki komdrek zapalnych ztozone
z makrofagéw, neutrofilow, limfocytéw i histiocytéw, obecno$¢ wysicku w Swietle
oskrzeli i oskrzelikéw zawierajacego witoknik oraz komorki zapalne, jak neutrofile,
limfocyty 1 makrofagi, zapadnig¢cie pecherzykow ptucnych (atelektazja), ogniska
rozedmy, pogrubione przegrody pecherzykéw z obecnymi w nich neutrofilami,
makrofagami, erytrocytami i sporadycznie widknikiem, a takze przekrwienie naczyn
krwiono$nych z obecno$cia wynaczynien krwi. Z kolei ocena mikroskopowa
preparatow weztéw chtonnych $rédpiersiowych wykazala umiarkowanego stopnia
hiperplazje czegsci srodowej grudek limfatycznych, w ktérych obserwowano obecno$é¢
makrofagéw i neutrofiléw. Analiza histopatologiczna pluc cielat grupy Vac wykazata
natomiast lagodng do umiarkowanej hiperplazje BALT, niewielkiego stopnia
okotooskrzelowe nacieki ztozone z komorek limfoidalnych 1 histiocytarnych, atelektazje
i sporadycznie wystepujaca rozedme i obrzgk ptuc. Z kolei obserwacja preparatow
weziéw chtonnych $rédpiersiowych wykazata tagodnego do umiarkowanego stopnia
hiperplazje czesci srodowej grudek chtonnych. Analiza histopatologiczna ptuc cielat
grupy NC wykazala natomiast ogélny brak zmian patologicznych. Sporadycznie
obserwowano jedynie przekrwienie naczyn krwionosnych z obecno$cia wynaczynien
krwi, obrzgk ptuc oraz niewielkie ogniska rozedmy i zwtdknienia. Z kolei obserwacja
weziéw chtonnych $rédpiersiowych nie wykazata zmian patologicznych w obrebie tego
narzadu. Analiza histopatologiczna ptuc cielat grupy PC z zastosowaniem mikroskopii
elektronowej wykazata inwazje rzgsek 1 mikrokosmkoéw nabtonka oddechowego
oskrzelikow oraz pneumocytow przez komorki przypominajace mykoplazmy (tzw.
mycoplasma like organisms), a takze fagocytoze¢ tych komérek przez pneumocyty typu
II. Z kolei w obrebie we¢ztéw chtonnych $rédpiersiowych obserwowano obecnosé
komérek przypominajacych mykoplazmy w granulocytach i komoérkach prezentujacych
antygen oraz mi¢dzy tymi komérkami. Analiza histopatologiczna ptuc cielat grupy Vac
wykazata obecnos¢ komoérek przypominajacych mykoplazmy z uszkodzonymi btonami
komoérkowymi, a czes¢ z nich ulegla rozkladowi gnilnemu. W obrebie pluc
obserwowano réwniez komorki przypominajagce mykoplazmy ze zmienionym filmem
wokot bakterii. W obrgbie weztéw chtonnych $rédpiersiowych cielat grupy Vac
wykazano natomiast stymulacje komorek prezentujacych antygen, ktéra przejawiata si¢

obecnoscig wtretow w karioplazmie tych komoérek. Z kolei analiza histopatologiczna
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ptuc 1 weztéw chtonnych $rédpiersiowych cielat grupy NC nie wykazata obecnosci
zmian patologicznych w obrebie tych narzadow.

Zastosowanie eksperymentalnej szczepionki skutecznie stymulowato humoralng
odpowiedz immunologiczng cielat, przejawiajacg si¢ dlugotrwalym utrzymywaniem si¢
(az do 39 tygodnia po szczepieniu) podwyzszonego miana specyficznych przeciwciat
anty-M. bovis. W wyniku badan wykazano réwniez ochronny wptyw szczepionki na
ograniczenie siewstwa M. bovis z gbérnych drég oddechowych i rozprzestrzenienia si¢
bakterii w narzadach i1 tkankach w przebiegu zakazenia, a takze na wystgpowanie
objawéw klinicznych ze strony uktadu oddechowego. Korzystne dziatanie szczepionki
stwierdzono réwniez w przypadku ograniczenia u szczepionych cielgt zmian anatomo-
i histopatologicznych, ktérych nasilenie obserwowano natomiast u zwierzat

nieszczepionych.

Podsumowanie

Przygotowanie pelnej receptury eksperymentalnej szczepionki w oparciu
o polski szczep M. bovis w potaczeniu z unikatowym na skale §wiatowg kompleksem
dwéch adiuwantéw, tj. saponiny i Emulsigenu® oraz jej ocena w warunkach
do$wiadczalnych, moze postuzy¢é w przysztosci do opracowania komercyjnego
preparatu do immunizacji bydta przeciwko zakazeniom M. bovis.

Opracowanie skutecznej immunoprofilaktyki zakazen M. bovis pozwoliloby
zatem na znaczne ograniczenie strat w populacji bydta w Polsce, spowodowanych
zwlaszcza schorzeniami uktadu oddechowego u tego gatunku zwierzat. Zrealizowane
badania s3 pionierskie w kraju i dajg w perspektywie nowe mozliwosci aplikacyjne.
W przypadku podjecia bowiem szerszej wspotpracy z podmiotem ze strony przemystu
farmaceutycznego, istnieje realna mozliwo$¢ opracowania komercyjnej szczepionki
przeciwko zakazeniom M. bovis u bydlta wraz ze szczegétowymi zasadami jej
stosowania u réznych grup wiekowych tego gatunku zwierzat. Na obecnym etapie
wystgpiono juz z wnioskiem o uzyskanie praw patentowych do wlasnego izolatu
terenowego szczepu M. bovis zastosowanego w eksperymentalne] formulacji

szczepionki.
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Osiagniecia:

1. Po raz pierwszy dokonano oceny sytuacji epizootycznej zakazen M. bovis
w populacji bydta w Polsce oraz dowiedziono, ze zakazenia tym drobnoustrojem
stanowig rosnacy stale problem w odchowie tego gatunku zwierzat.

2. Po raz pierwszy w kraju dowiedziono, ze M. bovis nalezy do drobnoustrojow
o zmiennej reaktywno$ci immunologicznej, tj. posiada wilasciwosci zar6wno
immunostymulujace, jak i immunosupresyjne.

3. Po raz pierwszy w kraju opracowano eksperymentalng szczepionke przeciwko
zakazeniom M. bovis u cielat. Szczepionka ta stymulowata dlugotrwatg
odporno$¢ humoralng, ograniczala rozwdj objawéw klinicznych choroby,
pojawienie si¢ zmian anatomo-patologicznych w obrgbie narzadow
oraz siewstwo M. bovis z gérnych drég oddechowych w nastepstwie zakazenia,
a takze zapobiegala rozprzestrzenianiu si¢ bakterii w obrebie tego samego
organizmu, jak i miedzy osobnikami w stadzie. Opracowanie skutecznej
inaktywowanej szczepionki na Dbazie krajowego szczepu M. bovis
i odpowiedniej kombinacji adiuwantéw, tj. saponiny i Emulsigenu®, stanowi

osiggni¢cie réwniez na skalg Swiatow3.

5. Oméwienie pozostatych osiagnie¢ naukowo - badawczych (artystycznych).

Moja praca zawodowa obejmuje dwa nakladajace si¢ na siebie okresy, tj.
pierwszy z nich obejmujacy uczestnictwo w Studiach Doktoranckich na Wydziale
Medycyny Weterynaryjnej UP w Lublinie oraz kolejny, dotyczacy rozpoczg¢cia pracy
naukowej i jej kontynuacji w Zaktadzie Choréb Bydia i Owiec PIWet-PIB w Putawach.

Zasadniczym celem uczestnictwa w Studiach Doktoranckich prowadzonych
w latach 2003-2007 byta realizacja przewodu doktorskiego poczatkowo pod kierunkiem
prof. dr. hab. Tadeusza Studzinskiego, mojego pierwszego promotora i dwczesnego
kierownika Zaktadu Fizjologii Zwierzat UP w Lublinie. W ramach Studiéw
Doktoranckich, poza zasadniczym ich tokiem, do moich obowigzkéw nalezatlo réwniez
prowadzenie przez okres 3,5 roku zaje¢ dydaktycznych ze studentami II roku Wydziatu
Medycyny Weterynaryjnej z przedmiotu fizjologia zwierzat, a takze jako

wspotwykonawca realizowatam réwnolegle projekt KBN (PBZ-KBN-093/P06/2003),
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ktérego tematyka dotyczyla oceny wptywu wodno-alkoholowego ekstraktu czosnku
1 allicyny na status zdrowotny prosiat i ich matek.

W trakcie trwania Studiéw Doktoranckich (2003-2007) w 2006 r. podjetam
prace w Zaktadzie Choréb Bydta i Owiec PIWet-PIB w Putawach. Po przejsciu na
emerytur¢ prof. dr. hab. Tadeusza Studzinskiego, promotorem mojej rozprawy
doktorskiej zostat prof. dr hab. Dariusz Bednarek, zastepca kierownika Zaktadu Choréb
Bydta i Owiec. Od poczatku mojej pracy w PIWet-PIB bratam czynny udziat
w dziatalno$ci naukowej i badawczej Zaktadu Choréb Bydta i Owiec. W okresie 12 lat
pracy w Zakladzie uczestniczylam czynnie w realizacji 11 zadan 1 projektow
badawczych, w tym:

* w latach 2008-2018 bratam udziat w realizacji szesciu 3-letnich zadan (w tym
w 2 jako kierownik tematu) prowadzonych w ramach dziatalno$ci statutowej
PIWet-PIB, ktérych tematyka dotyczyta zagadnien zwigzanych z wplywem
zakazen Mannheimia haemolytica na odpowiedz immunologiczng i zapalng
u cielat, etiopatogeneza 1 kontrola zakazen Mycoplasma bovis u bydia, a takze
oceng wplywu rekombinowanej formy bG-CSF oraz innowacyjnych dodatkéw
paszowych na wybrane wskazniki odpowiedzi immunologicznej cielat

e w latach 2009-2018 uczestniczytam, jako osoba nadzorujaca badania,
w realizacji dwoéch S-letnich zadan w ramach programu wieloletniego
dotyczacych oceny wystepowania zarazy ptucnej bydta (CBPP) oraz zakazne;j
bezmlecznosci owiec i kéz (CA) w Polsce

* w latach 2011-2014 jako wspétwykonawca realizowatam projekt badawczy
rozwojowy NCBiR (PBR), ktérego tematyka dotyczyta oceny roli przezuwaczy
wolno zyjacych jako rezerwuaru i wektora w szerzeniu si¢ mykoplazm (NR12-
0126-10/2011)

* od 2018 r. jako kierownik zadania badawczego dotyczacego doskonalenia
metod identyfikacji zakazen Mycoplasma bovis u bydta i oceny ksztaltowania
si¢ odpowiedzi immunologicznej z jej udzialem w przebiegu enzootycznej
bronchopneumonii cielat, bior¢ udziat w realizacji projektu o dofinansowanie
wiodgcych laboratoriéw badawczych w ramach obszaru: rozwdj potencjatu
badawczego Konsorcjum Naukowe KNOW ,Zdrowe Zwierz¢ - Bezpieczna

Zywno$¢”
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* od 2018 r. jako kierownik zadania badawczego: ,, Komodrkowa odpowiedz
immunologiczna u cielgt zakazonych eksperymentalnie M. bovis”/, Cell-
mediated immunity of calves challenged with M. bovis” 1 koordynator ze
strony polskiej realizuje wspolny projekt badawczy z Lanzhou Veterinary

Research Institute, Chinese Academy of Agricultural Sciences.

W latach 2015-2018 petnitam funkcj¢ promotora pomocniczego w przewodzie
doktorskim mgr Olimpii Kursy pt. ,,Charakterystyka terenowych szczepéw Mycoplasma
synoviae w zakresie ich genotypu oraz patogennosci w przebiegu klinicznych
przypadkéw syndromu anomalii wierzchotka skorupy jaj u kur”.

Z innych sfer dzialalnosci naukowej i1 organizacyjnej od 2011 r. jestem
odpowiedzialna za prowadzenie Sekretariatu Komisji Doktorskiej Rady Naukowe;j
PIWet-PIB, a w latach 2010-2012 sprawowatam dodatkowo funkcj¢ skarbnika
Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych o/Putawy. Ponadto miedzy 2013
a 2015 r. bytam cztonkiem Komisji Rewizyjnej PTNW tego oddziatu.

W ramach dziatalnosci badawczej Zaktadu Choréb Bydia i Owiec sprawuje
funkcj¢ osoby nadzorujacej badania z zakresu zakazen M. bovis u bydta, waznego
czynnika etiologicznego enzootycznej bronchopneumonii cielat, jednej z kluczowych
aktywnosci Zaktadu oraz zarazy ptucnej bydta i zakaznej bezmlecznosci owiec i koz,
realizowanej w ramach dziatalnosci referencyjnej. Dla ww. jednostek chorobowych
bylam autorem 5 procedur badawczych, a w przypadku dwoéch z nich — réwniez
instrukcji na zlecenie Gtéwnego Lekarza Weterynarii. Od 2015 r. sprawuj¢ réwniez
funkcje kierownika ds. technicznych w Zaktadzie Choréb Bydta i Owiec w odniesieniu
do laboratoriéw zlokalizowanych w strefie PCL2 Instytutu.

Szczegétowe dane na temat publikacji, realizowanych projektow, wygltoszonych
referatéw, udziatlu w konferencjach, dziatalnosci dydaktycznej, otrzymanych nagréd,
zrealizowanych stazy naukowych, udzialu w dziatalnosci badawczej Zaktadu Chordb
Bydta i Owiec oraz innych aktywnosci zestawiono w zalaczniku nr 3 do wniosku

o przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego.

Ponizej zaprezentowalam najwazniejsze tematy moich osiagnie¢ naukowo-
badawczych, z wylaczeniem tematyki opisanej w gtdwnym osiggni¢ciu naukowym, na

ktore sklada sie¢ jednotematyczny cykl publikacji.
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Goraczka endotoksynowa i tolerancja pirogenowa u golebi

W poczatkowym okresie mojej pracy naukowej realizowanej w ramach Studiéw
Doktoranckich zajmowatam si¢ gtéwnie zagadnieniami zZwigzanymi
z patomechanizmem goraczki endotoksynowej oraz tolerancji pirogenowej u golebi.
Niekompletne lub nawet czgsto sprzeczne dane na temat ksztaltowania si¢ zmian
termoregulacyjnych, behawioralnych i immunologicznych w warunkach goraczki
endotoksynowej i tolerancji pirogenowej u ptakéw byly motywem do podjecia badan
w tym zakresie. Gilownym celem badan byto wywotanie stanu goraczki endotoksynowe;j
oraz tolerancji pirogenowej oraz szczegétowa ocena kierunku ksztaltowania si¢ zmian
behawioralnych i immunologicznych w tych warunkach. W nastgpnej kolejnosci
podjeto prébe przetamania stanu tolerancji pirogenowe;.

Badania przeprowadzono na gotgbiach (n=80), u ktérych indukowano goraczke
endotoksynowa za posrednictwem lipopolisacharydu (LPS) Escherichia coli
podawanego droga dozylnej iniekcji. Z kolei powtarzane iniekcje tego pirogenu
postuzyly do wywolania stanu tolerancji pirogenowej u tych ptakow. W warunkach
zarowno gorgczki endotoksynowej, jak i tolerancji pirogenowej rejestrowano zmiany
temperatury wewnetrznej i1 aktywnosci lokomotorycznej ptakéw oraz badano u nich
ksztaltowanie si¢ wybranych parametrow odpowiedzi immunologicznej i zapalnej.
Nastgpnie podjeto probe przetamania stanu tolerancji pirogenowej za posrednictwem
dozylnych iniekcji LPS E. coli 1 Salmonella Abortus Equi, w warunkach ktorej
obserwowano zmiany termoregulacyjne i behawioralne gole¢bi. Pomiaru temperatury
wewnetrznej 1 aktywnos$ci lokomotorycznej badanych ptakow dokonano w oparciu
o metode biotelemetrii. W celu oceny wptywu iniekcji LPS na odpowiedz
immunologiczng u got¢bi we krwi pelnej dokonano oceny ogdlnej liczby leukocytow
oraz odsetka poszczegdlnych ich subpopulacji (leukogram). Krwinki biate liczono
w komorze Biirkera, natomiast w celu wykonania leukogramu przygotowano rozmaz
krwi, ktéry barwiono metoda Pappenheima, a nastepnie z wykorzystaniem mikroskopu
optycznego liczono poszczegdlne subpopulacje leukocytow, tj. granulocyty (heterofile,
eozynofile 1 bazofile) oraz agranulocyty (limfocyty i monocyty). We krwi pelnej
dokonano réwniez analizy fenotypowej limfocytéw krwi obwodowej, tj. limfocytow T
(CD3%), limfocytow T pomocniczych (CD4*, Th) oraz limfocytow T
supresorowo/cytotoksycznych ~ (CD8*, Ts/c) z  wykorzystaniem  cytometrii

przepltywowej. Natomiast w surowicy krwi gotgbi oznaczono nastepujgce parametry:
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zawarto$¢ biatka catkowitego i gamma globulin, aktywno$¢ lizozymu oraz stezenie
wybranych APPs, tj. ceruloplazminy (Cp), biatka C-reaktywnego (CRP), ferrytyny,
transferyny (Tf) 1 albuminy (Alb). Zawarto$¢ biatka catkowitego oznaczono za pomocg
metody biuretowej, z kolei stgzenie gamma globulin - z zastosowaniem metody
spektrofotometrycznej. Z kolei koncentracje wybranych APPs okreslono metoda
spektrofotometryczng lub turbidymetryczng. Natomiast w celu oceny wptywu iniekcji
LPS na odpowiedz zapalng u golgbi w surowicy krwi oznaczono zawarto$¢
nastepujacych pierwiastkow: Fe, Zn i Cu przy uzyciu spektrometru fluorescencji
rentgenowskiej oraz stezenie wybranych eikozanoidéw, tj. prostaglandyn E> (PGE)
1 F2a (PGF»,), leukotrienu B4 (LTB4) oraz tromboksanu B> (TXB») z zastosowaniem
oddzielnych komercyjnych zestawéw ELISA.

Wyniki badan potwierdzity wystgpowanie dla tego gatunku ptakow
okotodobowego rytmu temperatury wewnetrznej i aktywnosci lokomotorycznej, ktory
przejawial sie¢ wyzszymi wartosciami tych parametrow w czasie dnia w poréwnaniu
z nocg. Rytm ten rzutowal na charakter zmian termoregulacyjnych i behawioralnych
u gotebi w odpowiedzi na jednokrotng iniekcje LPS E. coli, przy czym byly one
bardziej nasilone, a dominowala gléwnie goraczka oraz depresja aktywnosci
lokomotorycznej. W warunkach goraczki endotoksynowej obserwowano stymulacje
produkcji niektérych komponentéw swoistej odpowiedzi immunologicznej, tj.
heterofiléw, lizozymu oraz biatka catkowitego. Z drugiej strony w warunkach tych
wykazano wzrost produkcji skladowych swoistej odpornosci, takich jak odsetek
oznaczonych subpopulacji limfocytow T. W odpowiedzi na jednokrotng iniekcje LPS
obserwowano réwniez stymulacje¢ produkcji Cp, CRP i Tf, z kolei st¢zenie ferrytyny
i Alb ulegto obnizeniu. Jednokrotna iniekcja LPS wywotata roéwniez stymulacje
produkcji badanych prostaglandyn, jednych z najwazniejszych mediatoréw goraczki
u zwierzat. W warunkach goraczki endotoksynowej obserwowano roéwniez wzrost
produkcji LTB4, waznego czynnika chemotaktycznego dla heterofilow oraz spadek
stezenia TXB», ktéry z duzym prawdopodobienstwem wskazywal na zuzycie tego
zwigzku na potrzeby S$rédnaczyniowych proceséw krzepnigcia krwi wyraznie
nasilonych w przebiegu endotoksemii. Z kolei w przebiegu tolerancji pirogenowe]
obserwowano redukcj¢ wzrostu temperatury wewnetrznej oraz wzmozenie aktywnosci
lokomotorycznej gotebi w pordwnaniu do zmian tych parametrow w warunkach
goraczki endotoksynowej. W odpowiedzi na powtarzane iniekcje LPS u gotebi

obserwowano stymulacje produkcji niektérych komponentéw nieswoistej (lizozym)
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1 swoistej, jak odsetek limfocytéow T, odpowiedzi immunologicznej. W warunkach
tolerancji pirogenowej wykazano réwniez stymulacje produkcji negatywnych APPs,
takich jak ferrytyna i Alb z jednej strony, z drugiej za$§ obnizenie koncentracji
niektérych pozytywnych APPs (CRP 1 Tf). Kolejne iniekcje LPS pogtebiaty
obserwowany w warunkach goraczki endotoksynowej stan hipoferremii infekcyjnej,
wzmagaly produkcje Cu oraz normalizowaly zawarto$¢ Zn w surowicy krwi gotebi.
W odréznieniu od kierunku ksztattowania si¢ zmian niektérych parametréw odpowiedzi
zapalnej w warunkach goraczki endotoksynowej, powtarzane iniekcje LPS wywotatly
obnizenie st¢zenia PGE> 1 PGF., oraz wzrost produkcji TXB», ktéry byt
prawdopodobnie wynikiem lizy, a nastgpnie resorpcji wewnatrznaczyniowych
zakrzepow krwi (agregatow) ztozonych z trombocytéw. Z kolei w odpowiedzi na
powtarzane iniekcje LPS, stezenie LTB4 ulegto dalszemu podwyzszeniu, co wskazywac
mogto na silng aktywizacje komoérek fagocytujacych krwi, a w konsekwencji roéwniez
na pobudzenie migracji tych komoérek do tkanek objetych procesem zapalnym. Ostatnim
etapem badan byta préba przetamania stanu tolerancji na LPS E. coli z wykorzystaniem
podwdjnej dawki tego samego pirogenu lub LPS izolowanego z innego gatunku bakterii
Gram-ujemnych, tj. S. Abortus Equi. Wyniki tych badan wykazaty, Zze gotebie
z ustalong tolerancja pirogenowa charakteryzowaly si¢ prawidlowag reaktywnos$cig na
kolejne iniekcje LPS, co przejawialo si¢ typowymi dla goraczki endotoksynowe]
zmianami termoregulacyjnymi i behawioralnymi u tych ptakéw, tj. wzrostem
temperatury wewnetrznej oraz depresja aktywnosci lokomotorycznej. Wyniki ww.
badan zostaly zawarte w mojej pracy doktorskiej pt. ,,Wplyw lipopolisacharydu na
wystapienie i przebieg goraczki, ksztaltowanie si¢ tolerancji pirogenowej
oraz wskazniki immunologiczne i zapalne u golebi”. Na podstawie rozprawy

doktorskiej opublikowano nastepujace prace:

* Dudek K., Bednarek D.: Cellular immune response of pigeons in the conditions of
endotoxin fever and pyrogenic tolerance. Pol J Vet Sci 2011, 14, 127-133.

* Dudek K., Bednarek D., Soszynski D., Koztowska M.: Changes of internal
temperature and locomotor activity under the conditions of endotoxin fever,
pyrogenic tolerance and its suppression in pigeons. Medycyna Wet 2011, 67, 38-47.

¢ Dudek K., Bednarek D. Siwicki A.K., Rokita E., Studzinski T.: The effect of LPS
injection on non-specific immune response in affected pigeons. Pol J Vet Sci 2013,

16, 723-729.
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Wplyw preparatow na bazie czosnku na odpornos¢ prosiat i ich matek oraz rozwaj

prosiat

Kolejnym tematem mojej pracy naukowej realizowanym w trakcie trwania
Studiéw Doktoranckich byly zagadnienia zwigzane z oceng wplywu preparatow na
bazie czosnku na status zdrowotny prosigt i ich matek. Badania te realizowano
w ramach projektu badawczego KBN (PBZ-KBN-093/P06/2003), ktérego bytam
wspotwykonawcg. W pierwszym etapie tych badan wykazano korzystny wptyw
podawania wodno-alkoholowego ekstraktu czosnku (aged garlic extract, AGE)
1 allicyny ciezarnym 1 bgdacych w okresie laktacji maciorom na wybrane parametry
swoistej i nieswoistej odpowiedzi immunologicznej tych zwierzat, ktére przejawialy si¢
wzrostem aktywnosci lizozymu i Cp, a takze podwyzszong koncentracjg biatka
catkowitego 1 gamma globulin w dniu porodu. Z kolei 7 dni przed spodziewanym
terminem porodu wykazano wzrost aktywnosci lizozymu po podaniu AGE 1 allicyny.
W tym okresie stezenie bialka catkowitego i gamma globulin bylo podwyzszone
w nastepstwie podania AGE. Dodatkowo u tej grupy macior obserwowano wzrost
aktywnosci Cp 7 dni po porodzie. W tym czasie po podaniu obydwu preparatow
notowano podwyzszong koncentracj¢ gamma globulin.

W kolejnym etapie badan dokonano oceny wptywu podawania AGE i allicyny
ciezarnym i bedgcym w laktacji maciorom na wybrane wskazniki swoistej i nieswoiste]
odpowiedzi immunologicznej prosigt w réznych okresach ich zycia (0 — 35 dnia zycia).
Po podaniu AGE 1 allicyny maciorom wykazano generalnie podwyzszong liczbe
leukocytéw, monocytow i limfocytéw u prosigt migdzy 3 a 35 dniem zycia, istotng
z punktu widzenia mechanizméw obronnych zwtaszcza w 28 dniu zycia, kiedy
nastepuje odsadzenie prosigt od matek. U prosigt tych obserwowano réwniez wzrost
aktywnosci lizozymu 1 Cp. Z kolei ocena wplywu podawania maciorom AGE
1 allicyny na rozwdj prosiat miedzy 0 a 56 dniem zycia wykazata stymulacje przyrostéw
masy ciala tych zwierzat juz od urodzenia, a takze generalny wzrost rozwoju narzagdéw
uktadu pokarmowego, ktéry przejawial si¢ podwyzszeniem masy watroby, trzustki
1 zoladka oraz wzrostem dlugosci dwunastnicy i jelita cienkiego. Z kolei stosunek masy
trzustki do masy ciala prosigt ulegt generalnemu podwyzszeniu po podaniu obydwu
preparatow, natomiast w grupie prosiat, ktérych matki otrzymaty allicyn¢ obserwowano
obnizenie stosunku watroby/zotagdka do masy ciata. W badaniach tych wykazano

rowniez korzystny wplyw AGE 1 allicyny na parametry morfologiczne kosmkow
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jelitowych w obrgbie réznych odcinkéw jelita cienkiego, ktére widoczne byly
zwlaszcza migdzy 7 a 35 dniem Zycia prosiat.

Kolejnym etapem badan byla ocena wplywu podawania AGE i allicyny na
przyrosty masy ciata, rozw6j narzadéw uktadu pokarmowego, parametry morfologiczne
jelita cienkiego oraz niespecyficzne komponenty odpowiedzi immunologicznej prosigt
utrzymywanych w warunkach sztucznej maciory. Doustne podawanie ww. substancji
powodowato istotny wzrost koncowej masy ciala 8-dniowych  prosigt
oraz podwyzszenie ci¢zaru wlasciwego zoladka (grupa otrzymujaca podwdjng dawke
AGE, AGE 2) i watroby, a takze znaczny spadek stosunku watroby do masy ciata
badanych zwierzat (grupa AGE 2). Zaréwno AGE, jak 1 allicyna w wigkszosci
stymulowaly u badanych prosigt rozwéj badanych parametréw morfologicznych jelita
cienkiego, takich jak: liczba, przekrdj, wysokos¢ i szerokos¢ kosmkéw, gtebokos¢ krypt
oraz grubos¢ blony §luzowej, a takze wzmagaty aktywnos¢ lizozymu i Cp w surowicy
krwi tych zwierzat.

Wyniki badan wykazaly korzystny efekt podawania AGE i allicyny na status
zdrowotny i rozwdj prosiat, dlatego tez preparaty te stanowi¢ moga z powodzeniem
alternatywe dla antybiotykowych stymulatoréw wzrostu do stosowania u tego gatunku

zwierzat. Na podstawie ww. wynikéw opublikowano nast¢pujace prace:

o Tatara M.R., Sliwa E., Dudek K., Mosiewicz J., Studzifiski T.: Effect of aged garlic
extract and allicin administration to sows during pregnancy and lactation on body
weight gain and gastrointestinal tract development of piglets. Part 1. Bull Vet Inst
Pulawy 2005, 49, 349-355.

o Tatara M.R., Sliwa E., Dudek K., Kowalik S., Gawron A., Piersiak T., Dobrowolski
P., Studzinski T.: Effect of aged garlic extract and allicin administration to sows
during pregnancy and lactation on body weight gain and gastrointestinal tract
development of piglets: morphological properties of the small intestine. Part II. Bull
Vet Inst Pulawy 2005, 49, 455-464.

e Dudek K., Tatara M.R., Sliwa E., Siwicki A., Fuszczewska-Sierakowska L., Zipser
J., Krupski W., Studzinski T.: Effects of perinatal administration of aged garlic
extract (AGE) and allicin on non-specific and specific defence mechanisms in sows.

Pol J Environ Stud 2005, 14, Suppl. 11, 69-72.
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o Tatara M.R., Sliwa E., Dudek K., Siwicki A.K., Kowalik S., Fuszczewska-
Sierakowska 1., Krupski W., Zipser J., Studzinski T.: Influence of perinatal
administration of aged garlic extract (AGE) and allicin to sows on some defence
mechanisms in their piglets during postnatal life. Pol J Environ Stud 2005, 14, Suppl.
I1, 378-381.

+ Dudek K., Sliwa E., Tatara M.R.: Changes in blood leukocyte pattern in piglets from
sows treated with garlic preparations. Bull Vet Inst Pulawy 2006, 50, 263-267.

o Tatara M.R., Sliwa E., Dudek K., Gawron A., Piersiak T., Dobrowolski P.,
Mosiewicz J., Siwicki A., Studzinski T.: Aged garlic extract and allicin improve
performance and gastrointestinal track development of piglets reared in artificial

sow. Ann Agr Env Med 2008, 15, 63-69.

Zaraza plucna bydla i zakazna bezmleczno$¢ owiec i kéz

Od poczatku mojej pracy w Zaktadzie Choréb Bydta i Owiec zajmowatam si¢
zagadnieniami zwigzanymi z zarazg ptucng bydta (contagious bovine pleuropneumonia,
CBPP) oraz zakazng bezmleczno$cig owiec i k6z (contagious agalactiae, CA), dla
ktérych Zaktad Choréb Bydla i Owiec petni funkcj¢ Laboratorium Referencyjnego.
CBPP nalezy do chor6b wysoce zakaznych 1 zarazliwych, ktérej czynnikiem
etiologicznym jest Mycoplasma mycoides subsp. mycoides small colony variant
(MmmSC). Zmiany chorobowe ograniczone sg do uktadu oddechowego, jednak choroba
wywoluje wysokg $miertelno$¢ u zakazonych zwierzat. Aktualnie wystepowanie CBPP
ograniczone jest do kontynentu afrykanskiego, a ostatni jej przypadek notowany byt
w Europie w 1999 r. (OIE Terrestrial Manual Contagious bovine pleuropneumonia
2018). Z kolei CA wywotlywana jest gléwnie przez Mycoplasma agalactiae, a zasigg jej
wystepowania obejmuje Europe, Azje, Afryke 1 sporadycznie USA. Cechg
charakterystyczng choroby s3 objawy zapalenia gruczotu mlekowego, stawdow
oraz rogowki 1 spojowki (OIE Terrestrial Manual Contagious agalactia 2018). W Polsce
CBPP nalezy do choréb zwalczanych z urzedu, z kolei CA uznana zostata za chorobg
podlegajaca rejestracji. Aktualnie w Polsce nie notuje si¢ zakazen na tle MmmSC
oraz M. agalactiae. Z uwagi jednak na stale obecne ryzyko wybuchu zakazenia, od
2009 r. w Zaktadzie prowadzony jest monitoring w ramach programu wieloletniego
PIWet-PIB, ktéry corocznie obejmuje badania okoto 800 surowic w kierunku CBPP

oraz 200 surowic w kierunku CA pochodzacych ze wszystkich wojewddztw kraju.
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W ramach badan monitoringowych przeprowadzonych w latach 2009-2011
przebadano 810 surowic pochodzacych od bydta z 34 ferm zlokalizowanych na terenie
11 wojewddztw kraju (6 regionéw). Surowice przebadano w kierunku obecnosci
specyficznych przeciwcial anty-MmmSC z wykorzystaniem komercyjnego zestawow:
ELISA 1 odczynu wigzania dopelniacza (OWD). Wyniki badan z uzyciem metody
ELISA wykazaly obecno$¢ dwoéch dodatnich oraz 135 watpliwych surowic, ktére po
weryfikacji drugim badaniem ELISA zredukowano do 52 watpliwych i 85 ujemnych
rezultatow. Z kolei badanie przeprowadzone z udziatem OWD jako metody uznanej za
weryfikujaca wykazato 100% ujemnych wynikéw, dlatego tez wszystkie badane
surowice uznano ostatecznie za ujemne. Z kolei w kierunku obecnosci specyficznych
przeciwcial anty-M. agalactiae przebadano testem ELISA tacznie 719 surowic
pochodzacych z 52 ferm owiec zlokalizowanych na terenie 8 wojewddztw (5 regiondéw)
oraz 232 surowice pobrane od k6z pochodzacych z 4 ferm na terenie 4 wojewddztw (3
regiony). Wyniki badah wykazaly obecnos¢ jednej watpliwej surowicy otrzymanej od
kozy, ktéra okazata si¢ ujemna w drugim weryfikujacym badaniu ELISA.

Podczas realizacji projektu badawczego NCBiR (NR12-0126-10/2011) bratam
udziat w pionierskich badaniach nad oceng wystgpowania mykoplazm u wolno zyjacych
przezuwaczy na terenie Polski. W pierwszym etapie badan (2011-2012) dokonano
analizy obecnosci specyficznych przeciwcial przeciwko nastgpujagcym drobnoustrojom:
M. bovis, MmmSC, M. agalactiae oraz Mycoplasma capricolum subsp.
capripneumoniae (Mccp) u 23 zubréw pochodzacych z pétnocno-wschodniego regionu
Polski. Do badan uzyto komercyjnych zestawéw ELISA (M. bovis, MmmSC,
M. agalactiae), OWD (MmmSC) oraz testu aglutynacji lateksowej (MmmSC, Mccp).
Wyniki badan wykazaty u dwoéch dorostych zubréw obecno$¢ specyficznych
przeciwciat anty-M. bovis. U jednego z tych zubréw obserwowano objawy kliniczne ze
strony uktadu oddechowego oraz zmiany chorobowe w obrebie ptuc, optucnej
1 narzagdow uktadu rozrodczego, co moglo mie¢ zwiazek z zakazeniem na tle M. bovis.

Badania te byly kontynuowane w latach 2013-2014, gdzie przebadano tacznie 55
prébek surowic, wymazéw z jamy nosowo-gardtowej i narzadow wewnetrznych
pobranych od 28 zubréw pochodzacych ze wschodniego regionu Polski. W surowicach
krwi oznaczono obecno$¢ specyficznych przeciwciat anty-M. bovis, M. agalactiae,
MmmSC oraz Mccp z zastosowaniem testu ELISA, testu aglutynacji lateksowej, OWD
i immunoblotingu. Z kolei prébki wymazdéw i narzadéw wewnetrznych (ptuca, watroba,

nerka) przebadano w kierunku obecnosci DNA M. bovis, MmmSC, Mycoplasma
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bovigenitalium, Mycoplasma canis, Mycoplasma dispar, Mycoplasma arginini,
Mycoplasma  canadense, Mycoplasma alkalescens, M. agalactiae, Mccp
oraz Mycoplasma mycoides subsp. capri z wykorzystaniem metody PCR/DGGE.
Dodatkowo do wykrycia obecnosci DNA M. bovis zastosowano gatunkowo specyficzny
PCR, natomiast w celu oceny obecnos$ci antygenu tej bakterii — antygenowy test ELISA.
Wyniki badan wykazaly obecnos¢ 6 surowic dodatnich w kierunku M. bovis oraz 4
dodatnich i dwéch watpliwych dla MmmSC. Jeden z watpliwych wynikéw w kierunku
MmmSC otrzymany metodg ELISA zostat potwierdzony technika OWD. Ostatecznie
dodatnie 1 watpliwe wyniki badan serologicznych w kierunku MmmSC zostaty
zweryfikowane metoda immunoblotting 1 uznane za ujemne. Dodatkowo test
aglutynacji lateksowej w kierunku MmmSC wykazal 100% ujemnych wynikéw,
a metoda PCR/DGGE nie potwierdzila obecnosci DNA tej bakterii w badanych
probkach. Podobnie jak w poprzednich naszych badaniach, nie wykryto obecnosci
przeciwciat przeciwko M. agalactiae 1 Mccp u badanych zubréw. Z kolei wszystkie z 6
zubréow dodatnich w kierunku M. bovis wykazywaly zmiany chorobowe ze strony
uktadu oddechowego, co mogto mie¢ zwigzek z zakazeniem na tle M. bovis. Inne
metody nie wykazaly jednak obecnosci M. bovis w badanych prébkach. Dlatego tez
obecnos¢ fatszywie dodatnich wynikow nie moze by¢ w tym przypadku wykluczona.
Z uwagi jednak na wyniki wczesniejszych naszych badan na Zubrach
oraz wystgpowanie zaburzen zdrowotnych na tle zakazen M. bovis w populacji
bizondw, istnieje potrzeba kontynuacji badan w tym zakresie (Dyer i wsp. 2008;
Janardhan 1 wsp. 2010; Register i wsp. 2013).

Kolejne badania przeprowadzone w latach 2011-2014 dotyczyly oceny
wystepowania mykoplazm u wolno zyjacych przezuwaczy nalezacych do rodziny
jeleniowatych. Lacznie przebadano 237 probek: surowic, wymazéw z jamy nosowo-
gardtowej, wypluczyn oskrzelowo-pgcherzykowych i wycinkéw ptuc, ktére pobrano od
161 zwierzat, w tym: 96 jeleni, 19 danieli oraz 46 saren pochodzacych z 5 regionéw
Polski. Surowice krwi przebadano w kierunku obecnosci specyficznych przeciwciat
anty-M. agalactiae (ELISA), Mccp (test aglutynacji lateksowej, immunoblotting),
M. bovis (ELISA) oraz MmmSC (ELISA, OWD 1 test aglutynacji lateksowej). Z kolei
obecno$¢ DNA M. bovis, M. agalactiae, Mccp, M. bovirhinis, MmmSC, Mycoplasma
canis, Mycoplasma dispar, Mycoplasma arginini, Mycoplasma canadense, Mycoplasma
alkalescens oraz Mycoplasma mycoides subsp. capri wykrywano za pomocg metody

PCR/DGGE. Z kolei do oceny obecnosci antygenu M. bovis uzyto antygenowy test



Zatacznik nr 2 41

ELISA. Wyniki badan wykazaly obecno$¢ jednej dodatniej surowicy w kierunku
M. bovis otrzymanej od sarny pochodzacej z pdéinocno-zachodniego regionu Polski,
u ktérej nie stwierdzono zmian chorobowych w obrgbie ptuc typowych dla zakazen ta
bakterig, stad wynik ten moze by¢ uznany za fatszywie dodatni. Z kolei u trzech jeleni
z terenu wschodniego regionu kraju wykryto obecno$¢ specyficznych przeciwciat anty-
Meccp testem aglutynacji lateksowej, jednak zostaly one ostatecznie uznane za ujemne
po przebadaniu metodg immunoblotting. Wyniki pozostalych badan serologicznych,
mikrobiologicznych i molekularnych byty ujemne. Na podstawie uzyskanych wynikow
nie mozna ostatecznie wykluczy¢ braku udziatu zwierzat z rodziny jeleniowatych
w szerzeniu zakazen mykoplazmowych, chociaz nie stanowig one gléwnego rezerwuaru
mykoplazm chorobotwoérczych dla zwierzat gospodarskich. Na podstawie ww.

wynikow opublikowano nast¢pujace prace:

* Dudek K., Bednarek D., Szacawa E.: Mycoplasma mycoides subsp. mycoides small
colony variant and Mycoplasma agalactiae antibodies in ruminants in Poland. Bull
Vet Inst Pulawy 2012, 56, 453-457.

* Kirzysiak M.K., Dudek K., Krajewska M., Bednarek D., Szulowski K.: Serological
studies to determine the occurence of Johne’s disease and mycoplasma infection in
the Northern-East Polish population of European bison (Bison bonasus). Pol J Vet
Sci 2014, 17, 721-723.

* Dudek K., Bednarek D., Szacawa E., Ayling R.D., Krzysiak M.K., Marczuk J.: A
serological and molecular study on the occurence of mycoplasmas in European bison
(Bison bonasus) from two areas of Eastern Poland. Pol J Vet Sci 2015, 18, 881-883.

* Dudek K., Bednarek D., Szacawa E., Ayling R.D.: Screening of the Cervidae family
in Poland for Mycoplasma species. J Vet Res 2016, 60, 399-402.

Profilaktyka zakazen na tle Mannheimia haemolytica i wiruséw ukladu

oddechowego bydia

Obok zakazen M. bovis wazng rolg¢ w wieloczynnikowej etiologii BRD
odgrywaja réwniez drobnoustroje z rodziny Pasteurellaceae, tj. Mannheimia

haemolytica, Pasteurella multocida, czy Histophilus somni, a takze wirusy uktadu
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oddechowego bydta (Cusack i wsp. 2003; Singh 1 wsp. 2011). Dlatego tez badania nad
immunoprofilaktyka tych zakazeh sa niezwykle wazne w zapobieganiu chorobom
okresu odchowu cielat.

W profilaktyce zakazeh M. haemolytica stosowane sg réznorodne szczepionki,
jednak wydaje sie, ze te oparte o leukotoksoid bakterii sg bardziej skuteczne
w poréwnaniu do tych wykorzystujacych cala komorke lub inne czynniki wirulentne
M. haemolytica.

W badaniach nad oceng skutecznosci szczepionki opartej na leukotoksoidzie
M. haemolytica wykorzystano cieleta, ktére podzielono na dwie grupy. Jedna z grup
otrzymala w domigs$niowej iniekcji komercyjna szczepionke, a po uptywie 3 tygodni
cieletom obydwu grup podano dozylnie gtéwny czynnik wirulentny M. haemolytica -
leukotoksyne (LKT), ktéra wykazuje cytotoksyczng aktywno$¢ w odniesieniu do
leukocytow bydlgcych (Clinkenbeard i1 wsp., 1989). We krwi wszystkich cielat
oznaczono: o0golng liczbe leukocytéw, leukogram, a takze przeprowadzono analizg
fenotypowg leukocytéw krwi obwodowej, tj. limfocyty T (CD2%), limfocyty Th (CD4™),
limfocyty Ts/c (CD8") oraz te wykazujace ekspresje czgstek adhezyjnych CDI11b*
i CD18*. W odpowiedzi na iniekcje LKT wykazano spadek ogdlnej liczby leukocytow,
z wyrazng jednak przewaga dla cielat nieszczepionych. Mialo to odzwierciedlenie
w liczbie neutrofiléw, komorek $redniej wielkosci (monocyty, eozynofile i bazofile),
limfocytéw oraz odsetku komérek CD2*. W pierwszych godzinach po podaniu LKT
obserwowano pewne podwyzszenie odsetka limfocytow Th u cielgt szczepionych,
z kolei odsetek komdrek CD8" ulegt ogélnemu obnizeniu, jednak jego wartos¢ byta
wyzsza niz u cielgt nie poddanych szczepieniu. Podobnie ksztattowaty si¢ zmiany
komoérek CDI11b*, natomiast odsetek komodrek CDI8" utrzymywal si¢ na
podwyzszonym poziomie niemal przez cate dos$wiadczenie u cielgt poddanych
szczepieniu. Podanie szczepionki wywotlato zatem wyrazng stymulacje zaréwno
nieswoistych, jak i swoistych mechanizméw obronnych cielgt i chronilo je przed
szkodliwym dziataniem LKT M. haemolytica.

W praktyce hodowlanej najczestsza formg immunizacji cielat jest profilaktyka
czynna, ktérej petng skuteczno$¢ moga ostabia¢ r6zne czynniki, takie jak np. wysokie
miano antagonizujacych przeciwcial matczynych, stres czy infekcje. Immunizacja
bierna, ,,poprzez matke na ciele”, moze zatem petni¢ role wspomagajagcg w skutecznej
profilaktyce choréb okresu odchowu cielat. Dlatego tez podjeto badania nad oceng

skutecznosci  komercyjnej szczepionki zawierajacej inaktywowane antygeny:
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M. haemolytica, syncytialnego wirusa oddechowego bydta (BRSV) oraz wirusa
parainfluenzy typu 3 (PI3V), podawanej cigzarnym krowom pod katem jej wptywu na
potomstwo za posrednictwem transferu siary, tj. tej grupy wiekowej zwierzat, u ktorej
dotychczas nie byta ona sprawdzana. Wyniki badan w pelni potwierdzity przyjete
zatozenia 1 wykazaly skuteczny transfer odpornosci biernej na nowo narodzone cieleta
od matek szczepionych, ktéry przejawiat si¢ m.in. podwyzszeniem miana specyficznych
przeciwciat anty-M. haemolytica, BRSV 1 PI3V w surowicy tych zwierzat, a takze
dodatkowo przeciwko waznemu wirusowemu czynnikowi zakaznemu bydta jakim jest
herpesvirus bydlecy typu 1 (BHV1). Szczepienie matek i transfer siary cieletom
powodowato réwniez u nich wzrost stezenia IgA, ktory dowodzi o wyraznie
stymulujagcym wptywie stosowanej szczepionki na MALT, ktéra stanowi lokalng
barier¢ ochronng przed kolonizacjag 1 proliferacjag bakterii chorobotwoérczych.
Korzystnym aspektem immunizacji ci¢zarnych krow byla takze stabilizacja odpowiedzi
ostrej fazy u ich potomstwa zwykle nadmiernie pobudzanej w przebiegu infekcji.
Zastosowanie szczepionki u kréow ciezarnych wydaje si¢ zatem skuteczng metodg
zapobiegania chorobom u cielgt i jest godnym polecenia wymiernym dziataniem
profilaktycznym w przysztej praktyce hodowlanej. Immunizacja matek ww.
poliwalentng szczepionka, a nast¢pnie wlasciwy pasaz siary potomstwu istotnie
poprawia u tych ostatnich swoiste mechanizmy odpornosci przeciwzakaznej.
Stosowanie immunizacji biernej w profilaktyce choréb okresu odchowu cielagt moze
ponadto wspomodc dotychczasowe bezposrednie dzialanie profilaktyczne zalecane
w okresie postnatalnym cielat. Na podstawie ww. wynikéw opublikowano nastepujace

prace:

* Bednarek D., Dudek K., Urban-Chmiel R.: OdpowiedZ immunologiczna cielat
immunizowanych szczepionkg na wpltyw leukotoksyny (LKT) Mannheimia
haemolytica Al. Lecznica duzych zwierzat 2008, 9, 77-80.

* Dudek K., Bednarek D., Ayling R.D., Szacawa E.: Stimulation and analysis of the
immune response in calves from vaccinated pregnant cows. Res Vet Sci 2014, 97,

32-37.
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Zakazenia mykoplazmowe u bydla oraz badania nad ich diagnostyka

Uczestniczytam réwniez w dalszych badaniach nad oceng prewalencji zakazen
M. bovis w krajowej populacji bydta, a takze nad udzialem innych gatunkéw
mykoplazm w zaburzeniach zdrowotnych u tego gatunku zwierzat. Drobnoustroje
z rodzaju Mycoplasma takie jak M. dispar, M. bovirhinis, czy M. canis izolowane byty
bowiem z przypadkéw zapalen ptuc u bydta (Nicholas i Ayling 2003). W 2014 r.
przebadano tacznie 89 surowic i wymazdéw z jamy nosowo-gardlowej pobranych od 23
cielagt oraz 66 kréow mlecznych na terenie wojewddztwa lubelskiego. Dodatkowo
badaniu poddano 54 prébki mleka. U 34 zwierzat obserwowano kliniczne objawy
zapalenia ptuc, gruczolu mlekowego lub stawéw. Probki surowic i mleka przebadano
w kierunku obecnosci specyficznych przeciwciat anty-M. bovis komercyjnym zestawem
ELISA. Wymazy z jamy nosowo-gardlowe] oraz probki mleka oceniano pod katem
obecnosci bakterii z rodzaju Mycoplasma badaniem hodowlanym oraz PCR/DGGE,
z kolei obecno$¢ M. bovis wykrywano za pomocg antygenowego testu ELISA
i gatunkowo specyficznego PCR. Obecno$¢ specyficznych przeciwciat anty-M. bovis
notowano u 34 % badanych zwierzat. U 48 % cielat wykazywalo obecno$¢ antygenu
M. bovis, natomiast u 57 % tej grupy wiekowej wykryto obecnos¢ DNA M. bovis.
U kréw wyniki tych badan byty natomiast ujemne. Z kolei analiza wynikéw uzyskanych
metoda PCR/DGGE u cielgt wykazala obecno$¢ DNA takze innych gatunkow
mykoplazm, jak M. bovirhinis 1 M. arginini, a ich koinfekcja z M. bovis miata zwigzek
z wystepowaniem powaznych zaburzen zdrowotnych u tych zwierzat. Ponadto u cielat
wykazano dodatnig korelacj¢ miedzy wystgpowaniem objawéw klinicznych zakazenia,
a wynikami metody PCR, a takze miedzy rezultatami badan serologicznych
i hodowlanych. Z kolei u kréw obserwowano dodatnia zalezno$¢ migdzy
wystepowaniem objawow klinicznych infekcji, a wynikami badan serologicznych.

W latach 2014-2015 kontynuowano badania molekularne w zakresie
wystepowania zakazen mykoplazmowych 1 Dbakterii z rodzaju Ureaplasma
i Acholeplasma (klasa Mollicutes) w krajowej populacji bydta. f.acznie przebadano 713
wymazéw z jamy nosowo-gardlowej pobranych od bydta pochodzacego z 73 stad na
terenie 9 wojewddztw kraju (6 regionéw). Probki przebadano nast¢pujacymi metodami:
hodowlang, PCR, metoda RAPD (random amplification of polymorphic DNA)
oraz PCR/DGGE. U 46 % badanych zwierzat obserwowano objawy kliniczne

wskazujace na mozliwos¢ zakazenia M. bovis. Wyniki badan metoda PCR wykazaty
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natomiast obecno$¢ DNA M. bovis u 5,5 % badanych wymazow. Probki z potwierdzong
obecnoscia DNA M. bovis poddano nastgpnie sekwencjonowaniu, a otrzymane
sekwencje nukleotydowe zamieszczono w migdzynarodowej bazie NCBI GenBank.
W przypadku 6 szczepéw wykazano obecno$¢ mutacji punktowych w sekwencji
nukleotydowej analizowanego fragmentu genu wuvrC, a takze rdznice miedzy
sekwencjami aminokwaséw w poréwnaniu do szczepu wzorcowego M. bovis PG4S5.
Wyniki badan 20 szczepéw M. bovis metodg RAPD wykazaty natomiast wystgpowanie
dwoéch oddzielnych grup I 1 II, do ktérych zakwalifikowano odpowiednio 30 i 70 %
badanych szczepéw. Grupy te wykazywaly niecate 4 % podobienstwa. Z kolei metoda
PCR/DGGE wyizolowano od 79 % badanych probek DNA bakterii rodzaju
Mycoplasma i1 Ureaplasma, tj. M. bovirhinis, M. dispar, M. bovis, Ureaplasma
diversum, M. canis, M. arginini, M. canadense, M. bovoculi i M. alkalescens. W niemal
7 % przypadkéw obserwowano konifekcje M. bovis z innymi gatunkami mykoplazm
i/lub U. diversum. W badanych prébkach nie wykryto natomiast obecnosci
M. bovigenitalium, MmmSC i Acholeplasma laidlawii. Wyniki prezentowanych badan
po raz pierwszy w Polsce potwierdzily zmienno$¢ genotypowa szczepdw M. bovis
izolowanych od bydta oraz dowiodly udziatu innych niz M. bovis bakterii nalezacych do
klasy Mollicutes w zaburzeniach zdrowotnych u tego gatunku zwierzat.

W innych badaniach na ww. grupie 713 zwierzat dokonano po raz pierwszy
w Polsce poréwnania skutecznosci dostepnych metod stosowanych w diagnostyce
zakazen M. bovis, takich jak badanie hodowlane, PCR, serologiczny i antygenowy test
ELISA oraz PCR/DGGE. Jak juz wspomniano we wczesniejszych badaniach u 46 %
badanych zwierzat wykazano objawy kliniczne mogace wskazywaé na zakazenie
M. bovis. Wyniki badan serologicznych wykazaty jedynie 11 % zwierzat dodatnich,
z kolei niemal u 7 % potwierdzono obecno$¢ M. bovis badaniem hodowlanym
1 antygenowym testem ELISA. Natomiast technika PCR i PCR/DGGE udato si¢
wykaza¢ obecnos¢ DNA M. bovis w odpowiednio 9 % i niemal 6 % badanych prébek.
Wyniki badan wykazaty wysoki stopien korelacji dla wszystkich analizowanych metod,
jednak najnizszg poréwnywalnos$¢ z innymi metodami notowano dla serologicznego
testu ELISA. Najwyzszy wspotczynnik korelacji notowano dla badania hodowlanego
1 PCR/DGGE, nieco nizszy natomiast mi¢dzy pierwsza z metod, a technikag PCR.
Wysoka korelacje obserwowano rowniez migdzy metoda PCR, PCR/DGGE
oraz antygenowym testem ELISA. Z kolei najwyzszy wspétczynnik korelacji migdzy

wystgpowaniem objawOw klinicznych wskazujagcych na zakazenie M. bovis,
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a stosowang metoda diagnostyczng wykazano dla techniki PCR/DGGE. W nastepne;j
kolejnosci uplasowaty sie: antygenowy test ELISA, badanie hodowlane i PCR.
Najnizszy wspdiczynnik korelacji obserwowano natomiast dla serologicznego testu
ELISA. W badaniach tych nie wykazano jednak zaleznosci migedzy obserwowanymi
objawami klinicznymi, a towarzyszacymi zakazeniom M. bovis koinfekcjami
z udzialem innych drobnoustrojow klasy Mollicutes. Wyniki badan potwierdzity
zatozenie, ze skuteczna diagnostyka zakazen na tle M. bovis u bydta powinna opierac¢
si¢ na lagcznym stosowaniu metod serologicznych i molekularnych z doktadnym
badaniem klinicznym zwierzat podejrzanych o zakazenie.

Z uwagi na mozliwos¢ wywotywania zaburzen rozrodczych u bydla przez
drobnoustroje klasy Mollicutes, takich jak np. M. bovis, M. bovigenitalium
czy U. diversum, dokonano oceny ich udzialu w przypadkach $miertelnosci cielat
w okresie okoloporodowym (Byrne 1 wsp. 1999; Gale 1987; Ruhnke 1994; Wittkowski
1 wsp. 1984). Badania przeprowadzono na 121 martwo urodzonych cieletach
pochodzacych od 110 matek oraz 21 cieletach kontrolnych wywodzacych si¢ z 30 stad
bydta. Surowic¢ krwi otrzymang od acznie 131 kréw przebadano w kierunku obecnosci
specyficznych przeciwcial anty-M. bovis komercyjnym testem ELISA. Z kolei probki
pluc i zawarto$ci trawienca cielat oraz tozyska analizowano w kierunku obecnosci
drobnoustrojéow klasy Mollicutes, w tym M. bovis, M. bovigenitalium, M. canadense,
M. canis, M. arginini, M. bovirhinis, M. dispar, M. alkalescens oraz U. diversum
metoda PCR/DGGE. Wyniki badan serologicznych wykazaty obecnos¢ specyficznych
przeciwciat anty-M. bovis u 5 matek wywodzacych si¢ z 4 stad bydta, od ktérych
pochodzity martwo urodzone cieleta oraz u dwéch kréw kontrolnych, ktére otrzymano
z dwéch ww. stad. Z kolei wyniki badan molekularnych nie potwierdzity obecnos$ci
DNA drobnoustrojéw klasy Mollicutes, dlatego tez nie zostaly one uznane za przyczyng
smiertelnosci cielgt w okresie okotoporodowym, o ktérg w tym przypadku podejrzewa
si¢ Neospora caninum (Jawor 1 wsp. 2017). Na podstawie ww. wynikow opublikowano

nastepujace prace:

* Szacawa E., Niemczuk K., Dudek K., Bednarek D., Rosales R., Ayling R:
Mycoplasma bovis infections and co-infections with other Mycoplasma spp. with
different clinical manifestations in affected cattle herds in eastern region of Poland.

Bull Vet Inst Pulawy 2015, 59, 331-337.
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* Szacawa E., Szymanska-Czerwinska M., Niemczuk K., Dudek K., Wozniakowski
G., Bednarek D.: Prevalence of pathogen from Mollicutes class in cattle affected by
respiratory disease and molecular characteristics of Mycoplasma bovis field strains.
J Vet Res 2016, 60, 391-397.

e Szacawa E., Szymanska-Czerwinska M., Niemczuk K., Dudek K., Bednarek D.,
Ayling R.D.: Comparison of serological, molecular and cultural diagnostics methods
for the detection of Mycoplasma bovis infections in cattle. Anim Sci Pap Rep 2016,
34, 351-359.

* Szacawa E., Jawor P., Dudek K., Bednarek D., Stefaniak T.: Screening for
Mollicutes microorganisms in perinatal calf mortality cases in Polish dairy herds. Pol

J Vet Sci1 2018, 21, 441-444.

Inne badania

We wspoétpracy z Katedrg Epizootiologii 1 Klinikg Choréb Zakaznych UP
w Lublinie aktywnie uczestniczytam w badaniach nad patomechanizmem naturalnych
zatru¢ zearalenonem u owiec, mykotoksyng wywotujacg objawy hiperestrogenizmu
(Zinedine 1 wsp. 2007). W badaniach tych wykazano, ze wazng rol¢ w patogenezie tego
rodzaju zatru¢ odgrywaja metabolity kaskady kwasu arachidonowego, tj. prostanoidy:
PGF», oraz TXBa.

W ramach aktywnosci naukowej Zaktadu Choréb Bydta i Owiec PIWet-PIB
uczestniczytam w badaniach nad oceng skutecznosci terapii skojarzonej, opartej na
faczonym stosowaniu antybiotyku o przedluzonym dziataniu i niesteroidowego leku
przeciwzapalnego u cielagt z objawami BRD. Wyniki badan wykazaty przewage
skuteczno$ci stosowania terapii skojarzonej w poréwnaniu do podawania samego
antybiotyku, co przejawialo si¢ wyrazng poprawa stanu klinicznego chorych cielat
oraz normalizacjg parametréw komodrkowej odpowiedzi immunologicznej u tych
zZwierzat.

W Zakiadzie Chor6b Bydta i Owiec PIWet-PIB bylam réwniez
wspotwykonawcg badan w badaniach nad oceng wptywu stosowania leku bodZzcowego
Biotropiny® u cielagt na zmiany ksztaltowania si¢ wybranych parametréw
immunologicznych. Wyniki badan wykazaly wyrazng stymulacje mechanizméw

zarbwno komorkowej, jak i1 humoralnej odpowiedzi immunologicznej cielat po
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zastosowaniu Biotropiny®, co ma wyrazne przelozenie na poprawe stanu ogélnej
odpornosci przeciwzakaznej u tych zwierzat.

We wspoétpracy z Zaktadem Anatomii Patologicznej PIWet-PIB oraz Zakladem
Choréb Wewnetrznych Zwierzat Gospodarskich i Koni UP w Lublinie aktywnie
uczestniczytam w badaniach nad oceng ksztaltowania si¢ wybranych parametréw
hematologicznych i biochemicznych w warunkach zakazenia jagnigt wirusem JSRV
(jaagsiekte sheep retrovirus), wywolujacym gruczolakorak ptuc u owiec (ovine
pulmonary adenocarcinoma, OPA). Wyniki badan wykazaty wyrazne zmiany
w zakresie ocenianych parametrow, zwlaszcza w odniesieniu do liczby erytrocytow,
koncentracji Sredniej masy hemoglobiny w erytrocycie i catkowitej hemoglobiny,
a takze zawartosci jonow Na* i Cl” oraz warto$ci ci$nienia parcjalnego CO,. Zmiany
tych oraz pozostatych podlegajacych ocenie parametréw moga by¢ uwazane zatem za
zwiastunowe w odniesieniu do fazy klinicznej OPA.

We wspoétpracy z Katedrg Epizootiologii i Klinikg Choréb Zakaznych UP
w Lublinie bratam takze udziat w badaniach dotyczacych oceny ksztattowania si¢ zmian
wybranych cytokin takich jak interleukina 2, 10 i transformujgcy czynnik wzrostu beta
1 oraz limfocytow T regulatorowych (Treg) u pséw ze zdiagnozowanymi
nowotworami okoloodbytowymi o zr6znicowanym stopniu zto§liwosci i aktywnos$ci
hormonalnej, ktére poddano terapii przeciwhormonalnej. W badaniach tych wykazano,
ze ww. parametry z powodzeniem moga pelni¢ role pomocniczych markerow
w prognozowaniu choroby oraz w ocenie réznicowania stopnia ztosliwosci tych
nowotworéw, a takze efektywnosci ich terapii. Na podstawie ww. wynikéw

opublikowano nastgpujace prace:

* Kostro K., Dudek K., Lisiecka U., Majer-Dziedzic B., Aleksiewicz R., Lutnicki K.:
Concentrations of proinflammatory mediators of the arachidonic acid cascade in
serum of sheep with natural zearalenonem intoxication. Bull Vet Inst Pulawy 2012,
56, 75-81.

¢ Bednarek D., Lutnicki K., Dudek K., Marczuk J., Kurek L., Mordak R., Stewart
P.A.: The effect of the combined use of a long-acting antibiotic with NSAID on the
clinical status and cellular immune response in calves affected with bovine
respiratory disease. Cattle Pract, 2013, 21, 91-97.

* Bednarek D., Dudek K., Szacawa E.: Biotropina - zastosowanie

w immunopotencjalizacji odpornosci u cielat. Lecznica duzych zwierzat. Monografia
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,2Jmmunoprofilaktyka swoista 1 nieswoista w zwalczaniu chor6éb bydia”. Lecznica
duzych zwierzat 2014, 9, 57-64.

* Dudek K., Lutnicki K., Bednarek D., Marczuk J., Kycko A., Reichert M.: Changes
in blood parameters induced by experimental jaagsiekte sheep retrovirus infection.
J Vet Res 2016, 60, 245-251.

* Lisiecka U., Kostro K., Dudek K., Brodzki A., Czop M.: Evaluation of T regulatory
lymphocytes and serum concentration of selected cytokines in dogs with perianal
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