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Oliwia Serej!, Karolina Weron?

Szczepionki nowej generacji jako wariant dla poprawy
bezpieczenstwa jakoSci zycia zwierzat

1. Wstep

Coraz wigcej gatunkow zwierzat hodowlanych przechodzi proces udomowienia.
Interakcje cztowiek-zwierz¢ maja duzy wplyw na obnizenie stresu zwierzat, ich
wickszg produktywno$¢, a takze odpornos¢ [1]. Posiadanie zwierzat domowych
znalazlo ogromne zastosowanie w poprawie zdrowia ludzi. Zbadano, ze posiadanie
zwierzat przez osoby starsze fagodzi objawy demencji i znacznie tagodzi zaburzenia
poznawcze [2]. W innych badaniach wykazano kojace dziatanie psow i kotow na
psychike ludzka poprzez obnizenie produkcji kortyzolu z jednoczesnym zwigkszeniem
produkeji serotoniny, co powoduje zmniejszenie stresu i lepsze samopoczucie. Ponad
70 procent biatka w diecie cztowieka pochodzi od zwierzat. Wzrost demograficzny na
swiecie powoduje zwigkszenie produkcji wyrobow migsnych, a wieksza swiadomos¢
konsumencka i zdrowotna naktada coraz bardziej rygorystyczne przepisy dotyczace
jakos$ci zwierzecego migsa. Powoli odchodzi si¢ od podawania zwierzetom chorym
antybiotykow, ktore sg zastgpowane szczepionkami [3]. Poprzez tak znaczacy udziat
zwierzat w zyciu ludzi, zaczgto zwracaé wigkszg uwage na ich dobrostan. Mianem
dobrostanu zwierzat okresla si¢ ich fizyczne, psychiczne i spoteczne samopoczucie przy
jednoczesnym braku drobnoustrojow chorobotworczych w organizmie. Aldosteron,
kortykosteron, kortyzol i kortyzon to gtéwne hormony, ktoére bierze si¢ pod uwage
przy okreslaniu dobrostanu, przy czym dla zwierzat hodowlanych kortykosteron nie
odgrywa znaczacej roli [4].

Gtownym zadaniem szczepionek weterynaryjnych jest nie tylko poprawa
dobrostanu i zdrowia zwierzat zarowno hodowlanych jak i domowych, ale takze obrona
przed przenoszeniem chorob odzwierzecych na ludzi oraz uzyskiwanie dobrej jakos$ci
migsa [5]. Szczepionki tradycyjne mozna podzieli¢ na dwie grupy: konwencjonalne
zywe 1 inaktywowane [6]. Gtowny mechanizm tych pierwszych polega na wywotaniu
wlasciwej naturalnej odpowiedzi immunologicznej uktadu odpornosciowego poprzez
wprowadzenie do organizmu atenuowanej, lecz wcigz immunogennej jednostki
chorobotworczej [5]. Szczepionki inaktywowane zasadniczo opieraja si¢ na tym
samym mechanizmie co zywe z tg roznica, ze wykorzystuja zabite drobnoustroje
chorobotworcze. Biotechnologiczne ulepszenia szczepionek sprawiaja, ze powoli
odchodzi si¢ od konwencjonalnych metod szczepien weterynaryjnych [6]. W tej pracy
dokonano szczegdlowego przegladu najpopularniejszych modyfikacji 1 rodzajow
szczepionek majacych na celu poprawe bezpieczenstwa i jakosci zycia zwierzat.

! Oliwiaserej101(@gmail.com, Zaktad Fizjologii i Rozrodu Zwierzat, Instytut Biologii i Biotechnologii,
Uniwersytet Rzeszowski.
2 Karolina.weron@jicloud.com, Zaktad Fizjologii i Rozrodu Zwierzat, Instytut Biologii i Biotechnologii,
Uniwersytet Rzeszowski.
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2. Szczepionki wirusowe

Szczepionki wirusowe ze wzgledu na zmienno$¢ genetyczng wirusow czesto musza
by¢ modyfikowane wraz z pojawieniem si¢ kolejnej modyfikacji patogenu. Dzielg si¢
na trzy podstawowe grupy, gdzie kazda z nich ma swoje wady i zalety (tab. 1):

» zZywe atenuowane szczepionki wirusowe;

* szczepionki inaktywowane (antygeny taczone sg z adiuwantami);

* genetycznie zmodyfikowane szczepionki wirusowe [7].

Tabela 1. Rodzaje oraz wady i zalety stosowanych szczepionek wirusowych [7]

Rodzaje szczepionek Zalety Wady
Dziatanie podobne do Mozliwy powr6t do
naturalnej infekcji zjadliwosci
Zwigkszona indukowana Obecnos¢ czynnikow

odpowiedz immunologiczna | zakltdcajacych

Dhugi okres trwania nabytej | Obecno$¢ zanieczyszczen

. odpornosci wirusowych
Zywe
Problemy z przechowywaniem
Brak niepozadanych Mozliwo$¢ wystapienia
skutkow ubocznveh wirusow utajonych, ktore
Y aktywuja si¢ po okreslonym
czasie
Wymagaja duzej ilosci
Wirus nie ulega mutacjom antygenu
genetycznym .
Kroétkotrwata produkcja
Inaktywowane Latwe w produkcji Mozliwos¢ niecalkowitej

inaktywacji patogenu

Mozliwo$¢ wystapienia
nieodpowiedniej reakcji na
obce biatko

Bezpieczniejsze od
szczepionek zywych

Pierwszy z wymienionych typow szczepionek wykorzystuje zywe atenuowane
wirusy (LAV), ktéore majg za zadanie stymulowaé ochronng odpowiedz
immunologiczng. Mechanizm tworzenia szczepionek polega na wielokrotnym
pasazowaniu patogenuw celu jego ostabienia. Glowne kryteria okre$lajace dobra
szczepionke zostaty spetnione przez niektore typy LAV; wywotuja silng odpowiedz
immunologiczna z uwzglednieniem niskiego prawdopodobienstwa wywotania
choroby przez sama szczepionke. Jednak ze wzgledu na mozliwo$¢ przywrocenia
wirulencji typu dzikiego, znacznie ograniczono stosowanie tego rodzaju praktyk [8].

W trosce o bezpieczenstwo stosowanych szczepionek wirusowych najczgsciej
siega si¢ po technologie oparte na inaktywowaniu patogenu. Polega to na ograniczeniu
zdolnosci wirusa do replikacji; w tym celu mozna zastosowaé¢ metody zaro6wno
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fizyczne, jak i chemiczne. Najczesciej do inaktywacji patogenu metodami chemicznymi
uzywa si¢ takich zwigzkow jak formaldehyd lub estry cykliczne. Fizyczne ostabienie
wirusOw polega na zastosowaniu réznych rodzajow promieniowania: jonizujacego,
termicznego czy elektromagnetycznego [9].

Genetycznie modyfikowane szczepionki wirusowe obejmujg wszystkie typy,
w ktorych doszto do modulacji genomu patogenu. Rozwijajaca si¢ dziedzina
biotechnologiczna, jaka jest inzynieria genetyczna pozwolita na lepsze zrozumienie
funkcji poszczegdlnych genéw oraz umozliwita zobrazowanie kompletnych
sekwencji materialu genetycznego. Dzigki temu uzyskano dobrze zdefiniowane
i stabilne rekombinowane wirusowe szczepionki weterynaryjne [S5]. Usunigcie
okreslonych genow w genomach wirusowych pozwolito na opracowanie szczepionek
markerowych i zwigzanej z nimi strategii Differentiating Infected from Vaccinated
Animals (DIVA). Dzigki temu mozliwa byta kontrola choroby Aujeszky’ego atakujaca
$winie [10]. Kolejnym postgpem w produkcji innowacyjnych wirusowych szczepionek
weterynaryjnych bylo stworzenie chimery, w ktorej dochodzi do taczenia dwoch
podobnych do siebie wiruséw [11]. Wektory wirusowe (i nie tylko) rowniez zostaly
uzyte do stworzenia szczepionek. Po raz pierwszy zastosowano w tym celu wirusy
krowianki, ospy drobiu i kanarkoéw; duzym osiggnieciem bylo takze opracowanej
doustnej szczepionki przeciwko wsciekliznie [5]. Te i inne rodzaje szczepionek zostaly
szczegbtowo opisane w ponizszych rozdziatach.

3. Szczepionki chimeryczne

Wytwarzanie chimerycznych szczepionek polega na wstawieniu genoéw wirusa
zjadliwego do wirusa pokrewnego, ktory nie charakteryzuje si¢ duza zjadliwos$cia
(rys. 1). Nowe antygeny sa utozone w tej samej konfiguracji, w jakiej bylty w wirusie
wyjsciowym, a ich ilo$¢ jest zwigkszona.
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Rysunek 1. Tworzenie szczepionki chimerycznej. Opracowanie wlasne na podstawie [12]

Koncepcje tworzenia szczepionek chimerycznych wykorzystano do zwalczania
wirusa Zachodniego Nilu u koni. W tym celu zastosowano chimere wirusowa, ktora
zostala stworzona poprzez wstawienie genow otoczki wirusa Zachodniego Nilu do
kapsydu wirusa zoltej febry. Dzigki temu, patogen okazal si¢ by¢ znacznie mniej
inwazyjny, a szczepionka bezpieczniejsza niz w przypadku wykorzystania wirusa typu
dzikiego [12].

Chimeryczna szczepionka przeciw cirkowirusom, ktdra jest stosowana u $win
obejmuje szkielet genetyczny, ktory nalezy do cirkowirusa 1, niewykazujacego
patogennosci, z genem, ktory koduje immunogenne biatko kapsydowe patogennego
cirkowirusa 2. Szczepionym §winiom odporno$¢ nadajg przeciwciala skierowane
przeciwko bialkom kapsydu cirkowirusa 2. Chimera cirkowirusa zachowuje wysoki
poziom replikacji, co sprawia, ze szczepionka jest niezwykle wydajna [13].

4. Szczepionki markerowe

Szczepionki markerowe pozwalaja na odréznianie poszczepiennej odpowiedzi
immunologicznej od tej wywotanej przez patogeny powodujace wystapienie infekcji
[6]. Pierwsze ich zastosowanie odnotowano w latach 80. XX wieku, gdy nastgpila
potrzeba stworzenia szczepionek przeciw chA z delecja, w celu odréznienia $win
zakazonych wirusem SHV-1 od tych, ktére zostaly poddane szczepieniom [14].
W celu wykorzystania tej metody dla innych chordb zakaznych, powstata strategia
DIVA stworzona do immuniozowania zwierzat i wykorzystujaca szczepionki oparte
na zywych mikroorganizmach; DNA; atenuowane; podjednostkowe lub peptydowe
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[15, 16]. Istota tego mechanizmu jest uzyskiwanie szczepionek markerowych
poprzez selektywna utrate wybranych genow z genomu patogenow uzywanych do
tworzenia szczepionki, co powoduje brak ekspresji biatka kodowanego przez ten gen
1 w rezultacie brak obecnos$ci przeciwciat skierowanych przeciwko temu antygenowi
W surowicy immunizowanego zwierzecia. Idea odréznienia zwierzat szczepionych od
tych z przebyta infekcja jest roznica obecnosci przeciwciat swoistych dla nieobecnego
w szczepionkach antygenu [6]. Jako jedyne z obecnie opracowanych szczepionek,
szczepionki markerowe sg powigzane z testami serologicznymi, np. Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) czy Immunoperoxidase Monolayer Assay (IPMA).
Umozliwiaja one monitorowanie transmisji wirusa typu dzikiego w zaszczepionej
szczepionkami markerowymi populacji z jednoczesnym badaniem ich skutecznosci
[17, 18]. Zasadniczo, mozna wyrdzni¢ trzy gtdwne strategie markerowe:

» Marker ujemny charakteryzuje si¢ brakiem przynajmniej jednego epitopu
antygenowego, domeny lub biatka wirusa typu dzikiego;

» Zewnetrzny marker pozytywny, do ktérego sa wlaczane immunodominujace
zewngtrzne epitopy lub bialka;

» Samoistnie pozytywny marker, do ktorego wlaczany jest epitop lub immunogen
pochodzace od wirusa typu dzikiego, lecz indukujgce inny wzorzec przeciwcial niz
odpowiednie dla wirusa typu dzikiego [15].

Najczesciej szczepionki markerowe pozytywne sa niepraktyczne ze wzgledu na ich
zastosowanie, gdyz istotg prowadzenia metody jest odréznienie i wykrycie zwierzat
zakazonych w populacji zaszczepionej. Natomiast idea szczepionek markerowych
dodatnich jest detekcja jedynie osobnikow poszczepiennych [14].

Testy serologiczne przy wspotpracy ze szczepionkami markerowymi dajg ostateczny
wynik poprzez pomiar swoistych przeciwciat skierowanych przeciwko biatku, ktore
zostalo usunicte ze szczepionki. Wrazliwos$¢ i1 specyficzno$¢ ocenyzalezyglownie
od rodzaju odpowiedzi immunologicznej indukowanej przez szczepionke oraz tej
wywolanej naturalng infekcja. Zbyt poézne wytworzenie oznaczanych przeciwcial
moze sprawic, ze strategia DIVA okaze si¢ niejednoznaczna [15].

Wirus choroby Aujeszky’ego (ADV) atakuje os$rodkowy uktad nerwowy
wszystkich ssakow z wyjatkiem ludzi i malp bezogoniastych. Najczesciej infekuje
$winie, a nastgpnie przez dhugi czas moze pozosta¢ w utajeniu. Powoduje duzy
wzrost $miertelno$ci u prosigt i bezptodnos¢ macior. Do opracowania szczepionki
markerowej przeciwko ADV uzyto odmiany typu Bartha ADV i usunieto za pomoca
enzymow restrykcyjnych sekwencje kodujace glikoproteiny gE oraz gl. Izolacja
patogenu i analiza za pomoca testu ELISA wykorzystujacego przeciwciala skierowane
przeciw usunietym fragmentom genomu pozwolita naukowcom na odréznienie zwierzat
zainfekowanych wirusem typu dzikiego od tych, ktdre zostaty poddane zaszczepieniu [19].

W zwalczaniu pryszczycy poprzez strategie DIVA wykorzystano szczepionki
inaktywowane. Aktywnie replikujacy si¢ wirus produkuje zaréwno strukturalne
biatka kapsydu VP1-VP4, jak i biatka niestrukturalne 2A-C, 3A-D; inaktywowane
patogeny wykorzystywane do tworzenia szczepionek, wraz z biatkami strukturalnymi
wytwarzaja tylko proteing 3D. Test ELISA, w ktorym wykorzystywane sg przeciwciata
wykrywajace immunogenny polipeptyd 3ABC ocenia, ktére zwierze zostato
zaszczepione, a ktore uleglo zakazeniu. Takie immunoglobuliny sa w stanie wykaza¢
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swoja obecno$¢ przez 560 dni, co czyni t¢ metode jako najbardziej wiarygodng
w wykrywaniu zakazenia pryszczyca [14].

Pomimo wielu zastosowan, jakie daje strategia DIVA, gldwng wada, jaka niesie
jest zaklécanie nadzoru infekcji na podstawie testow serologicznych. Szczepionki
markerowe zagrazaja statusom panstw wolnych od okreslonej infekcji, co moze
prowadzi¢ do ograniczenia mi¢dzynarodowego handlu. Z tego wzgledu, pomimo
skutecznos$ci 1 dostepnos$ci, zabronione jest stosowanie ich w krajach wolnych od
chordb zakaznych [5].

5. Rekombinowane szczepionki wektorowe

Wedtug Europejskiej Agencji Medycznej (EMEA), rekombinowane szczepionki
wektorowe to preparaty jednego lub wiecej rodzajow zywych patogenow (bakterii
lub wiruséw), do ktorych zostala wstawiona jedna lub wigcej sekwencji materialu
genetycznego. Musza mie¢ stabilny fenotyp o niskiej patogennosci w odniesieniu do
gatunku, dla ktorego przeznaczono szczepionkg. Manipulacja genetyczna powinna
prowadzi¢ do trwalego usunigcia okreslonego genu lub nieodwracalnej mutacji [20].
Wstawione DNA lub RNA pochodzi od okreslonego immunogennego patogenu;
wektorem dla szczepionek moga by¢ bakterie, wirusy lub drozdze. Kryteria, ktore
sg brane pod uwage przy doborze odpowiedniego wektora obejmujg mozliwg ilos¢
wstawienia obcego DNA; szybkos¢ replikacji w organizmie docelowym; indukcje
i czas trwania odpowiedzi immunologicznej; koszty produkcji [21].

Dobrym przyktadem bakteryjnych wektorow jest czgsto spotykana Gram-ujemna
bakteria Escherichia coli. W procesie produkcji do szczepionki zostaja wiaczone
antygeny drobnoustroju chorobotworczego, ktory jest odpowiedzialny za wywotanie
infekcji zakaznej, do genomu wektora. Jako adiuwanty do szczepionki wykorzystuje
si¢ obecne w $cianie komorkowej E. coli lipopolisacharydy [17].

Wirusowe weterynaryjne szczepionki wektorowe stanowig atrakcyjny wariant do
dostarczenia antygenow organizmowi docelowemu. Tak jak w przypadku szczepionek
DNA, sa w stanie wprowadza¢ obcy material genetyczny do zwierzecia, co prowadzi do
wytworzenia okreslonego antygenu. Wtasciwa odpowiedz immunologiczna obejmuje
stymulacje limfocytow B, komoérek T (CD4+) oraz komorek T cytotoksycznych
(CTL, CD8+) [7]. W sktad wektorow wirusowych wchodzg Pokswirusy, Adenowirusy
i Herpeswirusy [21].

Wiasciwosci Herpeswiruséw uplasowaty je na wysokim miejscu wsrod uzywanych
wektoréw wirusowych. Sa w stanie wprowadzi¢ duza ilo§¢ endogennego kwasu
nukleinowego 1 wywota¢ trwata odpowiedz immunologiczng. Dodatkowo patogeny
te nie sa onkogenne i stosunkowo mato zjadliwe; uwaza sie¢, ze wektory herpeswirusa
inicjujg 1 utrzymujg odporno$¢ ochronng swoista dla antygenu przez cale zycie
zwierzecia [22]. Pozwolilo to na opracowanie szczepionek ograniczajacych szereg
chorob wsrod zwierzat.

Herpeswirusy psow (CHV) wywotuja $miertelng w swoich skutkach martwice
u szczenigt. Ze wzgledu na niska zjadliwos¢ i delecj¢ genéw w genomie, wirusy CHV
zostaty z powodzeniem uzyte do opracowania ostabionej rekombinowanej szczepionki
wektorowej chronigcej nie tylko przed spowodowana przez nie infekcja, ale takze
przed szeregiem innych patogendéw. Dodatkowo ze wzgledu na swodj ograniczony
zasieg 1 niskg immunogenno$¢ w stosunku do dorostych zwierzat, CHV uzyto do

12



Szczepionki nowej generacji jako wariant dla poprawy bezpieczenstwa jakosci zycia zwierzqt

opracowania terapii genowej dla psow domowych [23]. Inne rodzaje herpeswirusow,
takie jak herpeswirusy indyka (HVT) =zostaly wykorzystane do opracowania
szczepionek wektorowych zwalczajacych choroby drobiu. HVT posiada zdolnos¢ do
wywotywania trwatej infekcji w obecnosci przeciwcial matczynych (MDA) u pisklat,
przez co opierajace si¢ na nich szczepionki wektorowe prowadza do powstania trwalej
odpornosci zwierzat po zaaplikowaniu jednej dawki do zarodka lub jednodniowego
pisklecia. Unikalne wtasciwosci HVT doprowadzity do stworzenia rekombinowanych
wektorowych szczepionek wirusowych poprzez integracje genomu wirusa
z kosmidem lub bakteryjnym sztucznym chromosomem (BAC) umozliwiajacych
szybkie, ukierunkowane wprowadzenie genow kodujacych antygeny innych wirusow
do organizmu szczepionego zwierzecia. Badania wykazaty, ze szczepionki skutecznie
ochronity szczepione kurczgta, ktére zostaly eksponowane na dziatanie wysoce
zjadliwego wirusa H7N1 [24].

Adenowirusy sg wysoce skuteczna podstawa do tworzenia szczepionek o wysokiej
immunogennosci. Posiadaja zdolno$¢ dostarczania duzej ilosci antygendéw do
szczepionego organizmu; indukuja szybka migracje limfocytow T w obrebie uktadu
limfatycznego; szybko i trwale stymuluja limfocyty T do odpowiedzi na wysokim
poziomie [25]. Badania pokazuja, ze wadliwa replikacja wektorow AdV prowadzi
do wyzszej indukcji odpowiedzi limfocytow B i T w poréwnaniu do innych
wykorzystywanych wektorow, jednak w przypadku limfocytow T CD4+ odpowiedz jest
do$¢ niska ze wzgledu na brak ustanowienia wtasciwej infekcji litycznej w organizmie
gospodarza [26]. Gtownym problemem szczepionych mtodych zwierzat jest niski
poziom matczynych przeciwcial. Nie sa w stanie zapewnic¢ catkowitej ochrony mtodego
organizmu, lecz powodujg zaklocenie dziatania konwencjonalnych szczepionek [27].
Duzg zaletg wykorzystywania wektorow adenowirusowych w szczepionkach jest brak
wplywumatczynych przeciwcial na dziatanie leku. Wykazano to poprzez wykorzystanie
wektora AdHS5 z delecja E1 uniemozliwiajaca replikacje, do opracowania szczepionki
przeciwko $winskiej grypie (SIV). Zaszczepiono grupe prosiat, ktoérych matka
byta narazona na infekcj¢ SIV mieszaning szczepionek wektorowych z antygenem
hemaglutyniny i nukleoproteiny SIV, przy czym grupie kontrolnej podano dostepna
na rynku szczepionkg SIV HINI1. Po kilku tygodniach jedynie w grupie badanej nie
wykazano infekcji wirusem $winskiej grypy [26].

Jako ze pies jest gtownym wektorem do przenoszenia wscieklizny, jest to choroba
stanowigca niezwykle duze zagrozenie zarowno dla ludzi, jak i zwierzat [28].
Opracowano wysoce replikacyjny wektor adenowirusowy HAdS, ktory ekspresjonuje
glikoproteing wscieklizny (RG), co spowodowato wzrost odpornosci zardwno
u zwierzat dzikich, jak i domowych. Szczepionke mozna podawaé domig$niowo,
donosowo lub podskérnie, poniewaz doustna aplikacja nie wykazata oczekiwanej
odpowiedzi immunologicznej. Duza przewaga szczepionek wektorowych nad
komercyjnymi jest mozliwo$¢ zmniejszenia czestotliwosci immunizacji, poniewaz
do tej pory szczepienia wymagane sg co najmniej co 3 lata [25].W celu walki
z popularng chorobg klasycznego pomoru $win (CSFV) zrekombinowano $winski
adenowirusPAV (rPAV) z genem gp55 (E2) pochodzacym z CSFV. Wykonano badania
sprawdzajace wpltyw szczepionki na zwierzeta; skutecznie wykazano indukcje
odpowiedzi immunologicznej w szczepionym organizmie, przy jednoczesnym braku
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niepokojacych skutkéw ubocznych [29]. Pomimo wielu zaletadenowirusowych
szczepionek wektorowych, istniejg takze ich pewne wady. Jedna z nich jest wystapienie
potencjalnej toksyczno$ci wektoréw, co moze prowadzi¢ do szkodliwych skutkow
ubocznych w organizmie gospodarza [30].

6. Szczepionki DNA

Koncepcja szczepionek DNA jest wykorzystanie materiatu genetycznego, ktory
wprowadzony powoduje skuteczng ekspresje biatka in vivo wywotujacego odpowiedz
immunologiczna. Sktada si¢ ona na odpowiedz komoérkowa (CMI) i humoralng (HIR)
[31]. W porownaniu do szczepionek powszechnie dostgpnych na rynku, szczepionki
DNA majg szereg zarowno zalet jak i wad, ktore zostaly szczegétowo omowione (tab. 3)
[32]. Istnieja takze doniesienia o szczepionkach RNA lecz jest ich tak niewiele, ze caty
mechanizm szczepien opierajacy si¢ na kwasach nukleinowych dokumentowany jest
przy uzyciu DNA [33]. Ich mechanizm opiera si¢ na wprowadzeniu do komorek
immunizowanego organizmu zwierzgcia plazmidowego materiatu genetycznego
kodujacego biatko bedace swoistg ochrong antygenowa, ktére nastepnie indukuje
procesy transkrypcji i translacji prowadzac do powstania antygendéw uodparniajacych
[6]. Gtobwna role w wywolywaniu odpowiedzi immunologicznej pelnia komorki APC
(gtéwnie dendrytyczne). Moga by¢ one aktywowane w réznoraki sposob (rys. 2):
1) transfekowane komorki somatyczne wydzielajg biatka, ktore prowadza do pobu-
dzenia komorek dendrytycznych; 2) transfekowane komorki somatyczne sg kierowane
do procesu apoptozy, ktéra powoduje pobudzenie komoérek dendrytycznych; 3) plazmid
bezposrednio dziata na nieaktywne komorki dendrytyczne indukujac ich aktywacje [34].

Komérkowa
komorki biatko odpowiedz
somatyczne °® immunologiczna
— e
1 °° T
Plazmid 2 l apoptoza dcgrzaie APC
DNA komorkl dendrytyczne)

Produkqa
nleaktywne APC przeciwciat

Rysunek 2. Aktywowanie odpowiedzi immunologicznej za pomoca plazmidowego DNA.
Opracowanie wlasne na podstawie [34]

Plazmid niosacy antygen musi zawiera¢ promotor pochodzacy z wirusa cytomegalii
(CMYV), ktory kontroluje proces transkrypcji i translacji; sekwencje sygnalowa
poliadenylacji zapewniajgcg stabilno$¢ i prawidtowos¢ ttumaczenia; gen opornosci
na antybiotyk odpowiadajacy za selekcje; a takze sekwencje ori odpowiadajace za
bakteryjng inicjacj¢ replikacji (rys. 3); zarowno promotor, jak i sekwencje kodujace
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zakonczenie transkrypcji ulatwiaja ekspresje plazmidu w komoérkach eukariotycznych
[35]. Dodatkowo waznym sktadnikiem szczepionek DNA jest obecno$¢ w obrebie
plazmidu sekwencji odpowiedzialnych za immunostymulacje (ISS), w sktad ktorych
wchodzg niemetylowane wyspy CpG. Ich obecno$¢ warunkuje aktywacje limfocytow
B promujacych wytwarzanie przeciwcial i aktywacje makrofagéw oraz komorek
dendrytycznych, co prowadzi do uwydatnienia prezentacji antygenu oraz zwigkszenia
ilosci komoérek NK (ang. natural killer, naturalni zabojcy). Przyjmuje sie wiec, ze
wyspy CpG dziataja jako endogenne adiuwanty niezaleznie od antygenu [34]. [los¢
plazmidowego DNA w szczepionce in vitro rozni si¢ w zaleznosci od wielkos$ci
zwierzat (tab. 2), lecz przy stosowaniu w warunkach in vivo zalecane jest znaczne
zwigkszenie ilosci plazmidu ze wzgledu wprost proporcjonalng zdolnos¢ szczepionki
do immunogennosci [31, 36].

Tabela 2. [los¢ plazmidowego DNA w zaleznosci od modelu zwierzgcego [38]

Szczepionki DNA in vitro

Model immunizowanego zwierzgcia [los¢ wprowadzanego plazmidu
(ng)

Mysz 10-100

Mate zwierze 100-300

Duze zwierzg 500-2500

promotor

Wektor gen

Plazmidowy immunogenny
gen opornosci

na antybiotyk

sygnat
poliadenylag;ji

Rysunek 3. Budowa wektoru plazmidowego powszechnie uzywanego do szczepionek DNA.
Opracowanie wiasne na podstawie [31]

Opisanych jest wiele metod transfekcji DNA plazmidowego do komorek [37],
lecz w tym wypadku najczesciej wykorzystuje sie mikroiniekcje, elektroporacje
lub biolistyczny system dostarczania czastek w przypadku in vitro; w warunkach
in vivo stosuje si¢ biolistyczne wprowadzanie czastek lub tradycyjne domigsniowe
wstrzykiwanie substancji; wada tego ostatniego jest ograniczona objetosé¢
wprowadzane] szczepionki, poniewaz wynosi ona jedynie 1 ml [21, 36]. W modelu
in vivo po wprowadzeniu szczepionki DNA, biatko zachowuje swojg trzeciorzedowa
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strukture dzigki modyfikacjom potranslacyjnym, a nastgpnie antygeny sa prezentowane
przez komorki APC (komérki dendrytyczne) [34].

Pierwsze badania skutecznosci szczepionek DNA byly przeprowadzane na drobiu
w kontekscie wirusa grypy ptakow (AIV) w 1993 roku. Z powodzeniem udato si¢
odnie$¢ sukces na matych modelach zwierzgcych, lecz przy duzych organizmach
istnial problem z brakiem immunogennosci i ograniczeniem dostarczania plazmidu.
W celu zwigkszenia skuteczno$ci leczenia opracowano koncepcje jednoczesnego
aplikowania szczepionek wraz z adiuwantami lub koekspresje genu adiuwanta poprzez
wlaczenie go do plazmidu obecnego w szczepionkach. Za zwigkszenie komorkowe;j
i humoralnej odporno$ci indukowanej przez szczepionki DNA odpowiadaja geny
immunomodulacyjne, na ktore sktadaja si¢ HSP70, Esat-1, MDP-1, HMGBI1AC,
a takze cytokiny (IL-15, IL-18) [33].

Szczepionki DNA zastosowano do zwalczania chorob wszelkiego rodzaju zwierzat
[34]. Wirus niedoboru odpornosci kotow (FIV) ma mechanizm podobny do dziatania
ludzkiego wirusa HIV. Atakuje koty zaréwno dzikie, jak i domowe, a dobranie
odpowiedniej szczepionki jest niezwykle utrudnione. Mechanizm dziatania wirusa
opiera si¢ na atakowaniu limfocytéw zwierzecia poprzez zmniejszenie ilosci bialek
powierzchniowych CD4 na komorkach T, dodatkowo jest on niezwykle zmienny
genetycznie. Szczepionki DNA sa do tej pory jedynym wyjsciem na ograniczenie
rozprzestrzeniania si¢ FIV, poniewaz opracowywane inne rodzaje ochrony nie
przyniosty oczekiwanych rezultatow [38]. W celu zwalczania wicieklizny za pomoca
szczepionek DNA, zastosowano gen glikoproteiny Gobecny w wirusie wywotujacym
te chorobe. U psd6w wywotalo to znaczne zwigkszenie ilosci przeciwciat skierowanych
przeciwko temu wirusowi [39].

Tabela 3. Zestawienie zalet 1 wad stosowania szczepionek DNA [32]

Szczepionki DNA
Zalety Wady

Dhugotrwata immunogenno$¢ Stosunkowo staba immunogennosé

Ograniczenie do immunogenow biatkowych;
nieprzydatne w przypadku antygenow
niebiatkowych

Koncentracja odpowiedzi immunologiczne;j
jedynie na wprowadzanym antygenie

Nietypowe przetwarzanie biatek

Bezpieczne, stabilne, tatwe w obstudze bakteryjnych i pasozytniczych

Niedrogie Mozliwe problemy onkologiczne

Mozliwo$¢ indukcji tolerancji
immunologicznej przez antygeny wyrazane
W organizmie

Wywotywanie odpowiedzi humoralnej
i komorkowej

Mozliwo$¢ wprowadzenia mieszaniny
plazmidow w celu utworzenia szczepionki
o szerokim spektrum dziatania

Indukowanie wytwarzania przeciwciat
skierowanych przeciwko DNA
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7. Podsumowanie

Weterynaryjne szczepionki nowej generacji, jakie dostarcza wspotczesna
biotechnologia pozwalaja na znaczne ograniczenie rozprzestrzeniania si¢ chordb
odzwierzecych. Dzigki modyfikacji szczepionkowych patogenéw (m.in. usuwanie
genéw replikacyjnych) uniknieto wystepowania powiktan poszczepiennych
z rdbwnoczesng skutecznoscig i dtugotrwatym okresem utrzymywania si¢ odpowiedzi
immunologicznej [17]. Aby staly si¢ one powszechnie dostgpne na rynku, niezb¢dne
jest zadbanie o bezpieczenstwo, tatwos¢ wykonania i koszty produkcji. Niemnigj
jednak, ciagle rozwijanie si¢ biotechnologii w dziedzinie immunologii, pozwala na
coraz lepsze poznawanie mechanizmow towarzyszacych wywotywanej odpowiedzi
immunologicznej przez patogeny. Daje to nadzieje na wystepowanie coraz mniejszej
liczby chorodb, na ktore szczepionki nie zostaty jeszcze stworzone, a ktore znacznie
poprawityby komfort zycia zaréwno u ludzi, jak i u zwierzat [25].
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Szczepionki nowej generacji jako wariant dla poprawy bezpieczenstwa jakosci
Zycia zwierzat

Streszczenie

Przez wiele lat zwierzeta zaczety odgrywac coraz wigksza rolg w zyciu cztowieka. Stanowig filary gatezi
przemystowych oraz wniosly znaczacy wktad w sektor leczniczy. Stad, ich profilaktyka zdrowotna ma
nie tylko kluczowy i bezposredni wptyw na kondycje gospodarcza, ale rowniez jest niezwykle wazna dla
zdrowia publicznego w kontekscie bezpieczenstwa zywnos$ci oraz mozliwosci transmisji niebezpiecznych
chorob ze zwierzat na ludzi. Czynniki te zmusily biotechnologéw do opracowania nowych wyzwan
majacych na celu stworzenie innowacyjnych produktow, ktore pozwolityby na znaczne zwigkszenie
komfortu zycia zwierzat oraz zapewnienie wigkszej ochrony cztowieka przed chorobami odzwierzecymi.
Idealnymi do tego typu wyzwan okazaly si¢ by¢ szczepionki, ktorych wprowadzenie pozwolito na
znaczne lub catkowite wyeliminowanie w krajach rozwinigtych popularnych chorob zwierzat, jakimi sa
miedzy innymi wscieklizna czy pomor bydta. Celem niniejszej pracy byto dokonanie przegladu aktualnie
dostepnych lub opracowywanych szczepionek nowej generacji, dzigki ktorym dokonano znacznego
postepu w zwalczaniu choréb zwierzgcych w poréwnaniu do konwencjonalnych preparatow. Szczegdlny
nacisk polozono na scharakteryzowanie takich produktéw leczniczych jak: szczepionki znakowane,
szczepionki DNA, szczepionki chimeryczne, rekombinowane szczepionki wirusowe i te z czastkami
wirusopodobnymi. Dodatkowo przedyskutowano wady i zalety kazdej z grup, jak rowniez efekty
zwigzane z ich zastosowaniem.

Stowa kluczowe: nowoczesne szczepionki weterynaryjne, DIVA, choroby zwierzece, dobrostan zwierzat

New generation vaccines as a variant for improving the safety of animal quality
of life

Abstract

Over the years, animals began to play an important role in humans life. They became essential in
industry and gave a noticeable impact on medicine. Therefore, vaccines’ health prevention is essential
and has a direct impact on countries’ economics, but what is more, it is priceless in public health in the
context of food safety and potential disease contagion from animal to human. Those circumstances made
biotechnologists face new challenges, which completing could allow to improve the comfort of animals’
life and protect humans from zoonotic diseases in a noticeable way. It turns out that vaccines are perfectly
suited for those challenges and their implementation has made it possible to decrease or almost fully
eliminate in developed countries common animal diseases, such as rabies and cattle plague. The purpose
of this work was to review currently availableor new generation vaccines being developed that have made
significant progress in combating animal diseases compared to conventional preparations. The special
emphasis has been paid to the characterization of medicinal products such as labeled vaccines, DNA
vaccines, chimeric vaccines, recombinant viral vaccines, and those with virus-like particles. Besides, the
pros and cons of each group were discussed, as well as the effectsassociated with their use.

Keywords: modern veterinary vaccines, DIVA, animal diseases, animal welfare
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Nowoczesne techniki diagnostyczne
w detekcji boreliozy

1. Charakterystyka choroby oraz wspolczesne techniki detekcji

Borelioza jest wielouktadowa chorobg wywotang przez infekcje kretkiem
Borrelia burgdorferi. Jedynym wektorem przenoszacym kretka na cztowieka jest
kleszcz z rodzaju Ixodes. Detekcja boreliozy jest trudnym i zmudnym procesem,
ktorego problemowos$¢ zwigzana jest glownie z duza réznorodnoscia gatunkow,
jakie wywotuja chorobe oraz ich zdolno$cig do utajenia w organizmie gospodarza
przez dtugi okres. Zakazenie kretkiem moze wywotywaé roézne objawy, takie jak
wedrujacy rumien (EM), choroba grypopodobna, zapalenie stawow, zapalenie mig$nia
sercowego, objawy neurologiczne [1]. Czesto tez zdarza si¢, ze infekcja przebiega
bezobjawowo. Obecnie znane techniki wykorzystywane do detekcji B. burgdorferi
dzielimy na posrednie oraz bezposrednie. Do grupy posrednich metod zaliczamy test
immunoenzymatyczny (ELISA), Western Blot, test mikroprzeptywowy (mChip-Ld),
test choroby odkleszczowej (TBD-Serochip) oraz chemiluminescencyjny system
Liaison. Do bezposrednich natomiast: reakcja fancuchowej polimerazy (PCR), reakcja
lancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym (Real-Time PCR), zagniezdzona
reakcja tancuchowej polimerazy (Nested-PCR), izotermiczna amplifikacja ze
spektrometria masowa wykorzystujaca jonizacj¢ przez elektrorozpylanie (IA/PCR/
ESI-MS), test wzmocnienia izotermicznego za posrednictwem petli (LAMP), test
amplifikacji z rekombinowang polimerazg (RPA), test transformacji limfocytow
(LTT-MELISA) oraz sekwencjonowanie nowej generacji (NGS). W celu zwigkszenia
specyficznosci w wykrywaniu kretka Polskie Towarzystwo Epidemiologéw i Lekarzy
Chorob Zakaznych (PTEiLChZ) zaleca stosowanie dwuetapowej procedury, ktéra
obejmuje test ELISA oraz Western Blot [2]. Nalezy jednak pamigtac, ze szybkie
wykrycie infekcji jest kluczowe dla pomyslnej antybiotykoterapii. Pomimo stale
obserwowanego rozwoju metod detekcji obecnie nie posiadamy ,,ztotej metody”,
ktora wykazywataby stuprocentowa specyficznosé, czutosé, krotki czas realizacji oraz
rozroznienie infekcji aktywnej od nieaktywnej [3]. Stad, istnieje potrzeba poszukiwania
nowych technik diagnostycznych, ktore utatwia detekcje boreliozy [4].

2. Posrednie techniki detekcji B. burgdorferi

Posrednie metody wykorzystywane do detekcji kretka opieraja si¢ na wykrywaniu
przeciwciat skierowanych przeciwko odpowiednim antygenom kretka [5]. Skuteczne
wykrycie patogenu metodami posrednimi, uzaleznione jest od osiggniecia przez uktad
odporno$ciowy odpowiedniego poziomu immunoglobulin (IgG, IgM, IgA) [2, 6],
przeciwko B. burgdorferi. Szczytowy poziom przeciwcial wystepuje okoto 3-6 tygodnia po
ukaszeniu kleszcza [6]. Dlatego wykorzystanie posrednich metod detekcji jest uzasadnione
tylko u pacjentow, u ktorych wyniki kliniczne ukazujg pozne stadium choroby [2].

martynal 6453@wp.pl, Zaklad Fizjologii i Rozrodu Zwierzat, Instytut Biologii i Biotechnologii,
Uniwersytet Rzeszowski.
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2.1. Dwupoziomowy system detekcji Borrelia burgdorferi

Obecnie ,,ztotym standardem” stosowanym do detekcji kretka jest algorytm
rekomendowany przez PTEiLChZ obejmujacy techniki ELISA oraz Western Blot
(WB). Pierwszym etapem dwupoziomowe;j techniki jest detekcja wysoko czutg metoda
ELISA-C6 [7]. Gdy w probce surowicy znajduja sie przeciwciala skierowane przeciwko
B. burgdorferi dochodzi do ich zwigzania z 25 aminokwasowym [8], syntetycznym
peptydem C6, ktéry pochodzi z wysoce-specyficznego 1 immunogennego biatka VISE
B. burgdorferi sensu lato oraz sensu stricto [6]. Potaczenie przeciwciala z peptydem
C6 jest wykrywane przez koniugat anty-ludzkie przeciwciata [gG/IgM skoniungowane
z enzymem [6]. Dalsze etapy polegaja na usunigciu niezwigzanych przeciwciat
drugorzedowych oraz na dodaniu chromogennego substratu np. tetrametylobenzydyny,
ktorego utlenianie katalizowane przez enzym bedzie skutkowato wytworzeniem
barwnego produktu. Reakcje zatrzymuje si¢ roztworem np. kwasu siarkowego, po
ktorym prowadzi si¢ spektrofotometryczny pomiar zabarwienia roztworu, ktorego
intensywnos¢ jest proporcjonalna do ilosci przeciwcial IgM, IgG obecnych w badane;j
surowicy. Dane spektrofotometryczne nastgpnie przeksztatca si¢ i podaje jako wskaznik
Lyme (LI) [6], w zaleznosci od ktorego podejmuje si¢ odpowiednie kroki. Warto$¢ LI
przeciwciat znajdujaca si¢ w zakresie niejednoznacznym lub pozytywnym musi by¢
testowana za pomoca Western Blot. Ze wzgledu na wysoka specyficznos$¢ oraz brak
reakcji krzyzowych [7], WB wykonuje si¢ w celu odroznienia wynikow fatszywie
pozytywnych od rzeczywistych. Procedura polega na elektroforetycznym rozdziale
SDS-PAGE zrekombinowanych biatek kretka B. burgdorferi sensu lato i sensu
stricto. Nastepnie, surowice pacjenta inkubuje si¢ z syntetycznymi nitrocelulozowymi
paskami Lyme [9]. Zwigzane przeciwciala znajdujgce si¢ w surowicy, wykrywane
sa drugorzedowymi przeciwcialami anty-ludzkimi sprzezonymi ze znacznikiem
fluorescencyjnym. Pozytywny wynik okre$la powstanie czterech lub wigcej
intensywnych pasm specyficznych dla IgG oraz IgM:

* 18 kDa (fragment flageliny DbpA/P18);

» 22 kDa (OspC);
26 kDa (OspF);
30 kDa (OspA);
32 kDa (OspA);
34 kDa (OspB/Vlse);
39 kDa (BmpA);
* 43 kDa;
* 46 kDa;
* 58 kDa;
* 92 kDa;
* 41 kDa (FlaB), ktory jest konieczny dla stwierdzenia pozytywnego wyniku [10].

2.2. Test mikroprzeplywowy mChip-Ld

Nowoczesng technika detekcji boreliozy w stosunkowo szybkim czasie jest
mikroprzeptywowy test mChip-Ld, ktorego aparature przedstawia (rys. 1). Dziatanie
testu jest podobne do obecnej dwupoziomowej techniki zalecanej przez PTEiLChZ,
jednak jego czas analizy jest znacznie krotszy (15 minut), a czutos¢ i specyficznosé
znacznie wigksze [11]. IloSciowy pomiar przeciwcial IgG oraz IgM jest mozliwy
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dzigki zastosowaniu rekombinowanych antygenéw Borrelia burgdorferi (PepVF,
rOspC-K, rOspC-B, VISE, rP41, rP100, rDbpB, rBmpA, rDbpA) podawanych
w reakcji w odpowiednich stezeniach [11]. Metoda mChip-Ld polega na wtryskowym
dostarczaniu reagentdw przez urzadzenie na plastikowe kasety mikroprzeptywowe
optaszczone antygenami B. burgdorferi. Wykrycie przeciwciat w ludzkiej surowicy
jest mozliwe dzigki specyficznym anty-hlgG i anty-hIgM sprz¢zonym z czasteczkami
ztota oraz odczynnikami zawierajagcymi czasteczki srebra [12]. Redukcja $wiatta
przez czasteczki amplifikowanego srebra jest mierzona za posrednictwem anali-
zatora stacjonarnego sktadajacego si¢ z diod elektroluminescencyjnych (LED) i foto-
detektoréw [12]. Otrzymany wynik jest podawany postaci gestosci optycznej (OD).
a Przeciwciala  Ogezynniki b
_ ;“;1:“‘”‘*"5 Zzawierajace —— Tl Swisllo

srebro
Bufor Bufor
Bufor pluczacy| Pluczacy |pluczacy Woda
A —_ - ——

f/mm

W‘°‘¢ Wylot (do prozni) Przeciwciata IgG/ IgM znakowane
4

2 S zlotem
| / 'ﬁ Przeciwciala (probka)
= P 7
S P / Rekombinowany antygen
| - S / Borrelia burgdorferi
¥ \/\ Strefa detekeji — e OtWOT
———F————  Fotodioda

Rysunek 1. Aparatura mChip-Ld. (a) Plastikowa kaseta mikroprzeptywowa jest umieszczana w blacie
analizatora, ktory stuzy do zasilania przeplywu roztworem, kontrolowania warto$ci zadanych oraz
wykrywania sygnatow. (b) Schemat uktadu biochemicznego i optycznego. Zmodyfikowane za: [12]

2.3. TBD-Serochip

Multipleksowa technika oparta na macierzach technika, ktérg wykorzystuje si¢ do
detekcji ludzkich przeciwciat skierowanych przeciwko kretkom B. burgdorferi sensu
stricto. W celuidentyfikacji patogenu wykorzystuje si¢ rekombinowane liniowe peptydy
sasiadujace z sekwencja gldéwnego antygenu lub syntetyczne antygeny znakowane
fluorescencyjnie. Dzieki takiemu rozwigzaniu, dokonuje si¢ szerokiej identyfikacji
immunodominujacych epitopow IgG oraz IgM wytwarzanych w odpowiedzi
na infekcje. Metoda zapewnia wigkszg czutosé, brak reakcji krzyzowych oraz
diagnostyke rdéznicowa niespotykang jak dotad [13]. Analiz¢ obecnosci przeciwciat
przeciw kretkowi dokonuje si¢ poprzez skaner mikromacierzy dokonujacy pomiaru
intensywnosci fluorescencji odpowiednich sond dla IgG oraz IgM [2].

Odczynniki zawierajace srebro

2.4. Chemiluminescencyjny system Liaison

Immunologiczna w peli zautomatyzowana, dwustopniowa technika oparta na
technologii chemiluminescencji ,,Flash” z paramagnetyczng mikroczasteczkowa
faza stala. Test wykrywa obecne przeciwciata skierowane przeciwko kretkowi za
posrednictwem rekombinowanych antygendéw VISE pochodzacych od referencyjnych
szczepow. Rekombinowane VISE sa powlekane stalymi czastkami paramagnetycznymi
znajdujacymi si¢ w fazie stalej [14]. Technika ta jest dedykowana do analizy probek
o matych objetosciach. W celu analiz badana surowica wraz z odczynnikami
i paramagnetykami jest automatycznie wprowadzana do modutu reakcyjnego aparatu.
Kolejno, nastgpuje etap inkubacji, przemywania oraz wigzania z monoklonalnymi
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przeciwciatami anty-IgG oraz anty-IgM sprzezonymi z pochodnag izoluminolu,
reagujacg z immunoglobulinami zwigzanymi z czasteczkami paramagnetycznymi
[14]. Ostatnim etapem jest wywotanie reakcji chemiluminescencji przez dodanie
odczynnika inicjujacego. Analiza iloSciowa przeciwcial jest prowadzona przez pomiar
sygnatu swietlnego przedstawianego jako jednostki $wiatta [ 15]. Otrzymane wyniki sa
przedstawiane jako wartosci indeksu:

* 0.9 —yjemne;

* 0.9-1.1 — niejednoznaczne;

* 1.1 — dodatnie [14].

3. Bezpos$rednie techniki detekcji B. burgdorferi

Techniki bezposrednie opieraja si¢ na analizach DNA lub biatek patogenu
dostarczajac dowody na obecno$¢ aktywnej lub nieaktywnej postaci czynnika
chorobotworczego. Wiadomo, ze bezposrednie techniki moga wykry¢ znacznie
szybciej infekcje w stosunku do posrednich metod [16] jednakze ograniczeniem dla
ich czutosci jest mata ilos¢ krazacych bakterii w ptynach ustrojowych, tkankach oraz
pleomorfizm B. burgdorferi, ktéry znaczaco utrudnia detekcje probek klinicznych
[17]. Dotychczas zaden z bezposrednich testow diagnostycznych w detekcji boreliozy
nie zostat zatwierdzony [4].

3.1. PCR

Konwencjonalna metoda tancuchowej reakcji polimerazy okazuje si¢ by¢ mato
czulg oraz mato specyficzng [18] metoda w detekcji kretka znajdujaca swoje jedyne
zastosowanie do analiz biopsji skory [19]. W celu zwiekszenia jej czulosci stosuje
si¢ niespecyficzne warianty PCR charakteryzujace si¢ wigksza specyficzno$cig oraz
mozliwoscia wzbogacenia [3], co umozliwia prowadzenie badan nawet w probkach
o matej objetosci. Metoda ta niestety nie jest w stanie okresli¢ czy patogen znajduje
si¢ w formie aktywnej, czy nieaktywnej [3]. Gtownym celem dla konwencjonalnego
PCR sg geny flaB, recA, ospA, hbb, groEL, 16S rDNA oraz rrs-rtlA w genomie
B. burgdorferi[20], ktorych produkty sa analizowane standardowo w zelu agarozowym
wybarwionym np. bromkiem etydyny.
3.1.1. Real-Time PCR

Amplifikacja w czasie rzeczywistym (RT-PCR) zwykle wykorzystuje hybrydyzacje
sond molekularnych z chromosomalnymi lub plazmidowymi genami kretka [19].
Metoda oparta jest na dwustopniowym algorytmie multipleksowego RT-PCR,
ktory wykrywa infekcje na wzglednie wczesnym etapie. Metode prowadzi si¢
w dwoch etapach, pierwszy dupleksowy etap wykorzystuje sonde ukierunkowana
na odpowiedni gen np. flaB oraz na wewnetrzna kontrole [18], ktora moze by¢ gen
B-aktyny pozyskany z DNA probek klinicznych. Pozytywne probki amplifikacji sg
nastepnie poddawane tetrapleksowej analizie RT-PCR specyficznie ukierunkowane;j
na gen flaB [21]. Wazne jest, aby w teScie zawrze¢ kontrole negatywna, ktora eliminuje
mozliwos$¢ wystapienia fatszywie negatywnych wynikoéw generowanych przez reakcje
krzyzowe oraz kontrole pozytywna wykorzystujaca referencyjne szczepy w celu
okreslenia specyficznos$ci wyniku. Detekcje boreliozy dokonuje si¢ przez zmierzenie
intensywnosci fluorescencji, ktora wykazuje obecno$¢ Borrelia [21].
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3.1.2. Nested-PCR

Zagniezdzony PCR jest przesiewowym narzgdziem wykorzystywanym do
identyfikacji DNA kretka poprzez amplifikacje unikatowych genow za pomocag
zewngtrznych 1 wewnetrznych starteréw. W celu zwigkszenia czutosci nPCR
wykorzystuje si¢ amplifikacje zmiennych regiondéw wewnetrznych genéw flagB
oraz ospA [22]. Analiz¢ rozpoczyna si¢ przez ekstrakcje DNA, a nastgpnie PCR,
w ktorym startery skierowane sg na specyficzne loci Borrelia. Nastepny ,,wewngtrzny”
cykl PCR wykorzystuje amplikony (wstepnego PCR) w celu otrzymania mniejszej
ilosci produktéw wewnetrznej amplifikacji genu [22]. W celu rozdziatu amplikonow
przeprowadza si¢ elektoforeze w zelu agarozowym barwionym np. bromkiem
etydyny. Wizualng ocen¢ prazkow zwykle prowadzi si¢ w transiluminatorze [23].
Waznym aspektem w analizach nPCR jest zachowanie zasad sterylnej pracy, gdyz jest
to technika wysoce podatna na zanieczyszczenia [24].

3.1.3. IA/PCR/ESI-MS

Innowacyjna metoda, dzigki ktorej, analizie mozna poddac catg krew, ekstrakt
DNA z tkanki, ptynu mézgowo-rdzeniowego, surowicy, osocza i/lub ptynu maziowego
[16]. Zasada analizy (rys. 2), opiera si¢ na wykryciu oraz zidentyfikowaniu DNA za
posrednictwem  szerokopasmowego  izotermicznego IA/PCR/ESI-MS  ktory
ukierunkowany jest na amplifikacj¢ wielu unikatowych miejsc w genomie kretka.
Startery zwykle celuja w sekwencje genow gyrB, rplB, rpoC, leuS, flaB, ospC, hbb
[4]. Po zakoficzeniu reakcji izotermicznego wzbogacania (IA), oznacza si¢ masy
amplikondw za pomoca zautomatyzowanej spektrometrii mas z jonizacja wyko-
rzystujaca elektrorozpylanie [16]. Kazdy z amplikonow jest réznicowany na podstawie
roéznicy mas oraz liczby par zasad w czgsteczce DNA. Pochodzenie amplikonow jest
ustalane za posrednictwem bazy danych.

Dodanie odczynnikéw IA i enzymow Ekstrakcja kwasow nukleinowych Pobieranie krwi

KK !«

Inkubacja

Odsalanie amplikonéw spektrometrii masowej  Analiza danych spektrometrii masowe;j

Test genotypowania Borrelia PCR
[ lololololoooloelee)
833388338333 ’
OO OOOOOOD

Startery (para 1) Startery (para2)  Startery (para 3) Startery (para 4)
Borrelia afzelii genotyp 1 A17G21C16T14 A22G33C20T37 | A34G37C27T24
Borrelia burgdorferi genotyp 1 A16G22C16T14 A22G34C20T36 A34G37C27T24
Borrelia burgdorferi genotyp 2 A16G22C16T14 A22G34C20T36 A32G36C27T27

Rysunek 2. Procedura detekcji B. burgdorferi z pelnej krwi obwodowej metodg IA/PCR/ESI-MS.
Zmodyfikowane za: [4]
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3.1.4. LAMP

Wysoce specyficzny test LAMP oparty jest na izotermicznej amplifikacji
unikatowych genow Borrelia prowadzonej za posrednictwem petli. Technike dzieli si¢
na dwa etapy, w pierwszym z nich reakcje prowadzi si¢ w specyficznej mieszaninie
reakcyjnej, w ktorej znajduje si¢ analizowany DNA. Reakcja LAMP zwykle jest
prowadzona w turbidymetrze, 63°C, przez 60 minut, a nastgpnie 80°C, przez 5 minut
w celu zakonczenia reakcji [20]. Przebieg reakcji mozliwy jest do oceny gotym okiem,
jako wzrost zmetnienia mieszaniny [20]. Po etapie wzmocnienia LAMP, prowadzi
si¢ standardowg reakcje PCR z odpowiednio rozcienczonymi produktami. Analizg
amplikondéw prowadzi si¢ z wykorzystaniem elektroforezy w zelu agarozowym oraz
wizualizacje w transiluminatorze UV [25].

3.1.5. RPA

Metoda wykorzystuje izotermiczne wykrywanie amplifikacji rekombinowane;j
polimerazy (RPA). Rekombinowana polimeraza przeprowadza amplifikacj¢ sekwencji
specyficznego i unikatowego genu recA B. burgdorferi, oflankowanego specyficznymi
starterami [26]. RPA lokalizuje sekwencje homologiczne w DNA przez potaczenie
rekombinazy z kompleksem biatko-DNA w celu powielenia docelowej sekwencji.
Uzyskane amplikony mozna wykry¢ za pomoca testow paskowych juz po uplywie 5
minut.
3.1.6. LTT-MELISA

Jest to ulepszona wersja techniki opracowanej w latach 80, ktora wykorzystuje
transformowane limfocyty (LTT). Wigksza czutos¢ LTT-MELISA wynika z uzycia
w reakcji wigkszej ilosci immunostymulowanych komorek pamieci oraz wysoce
specyficznych rekombinowanych antygenow wszystkich trzech gatunkow Borrelia
[27]. Test LTT nazywany jest takze testem proliferacji limfocytow, poniewaz
w obecno$ci rekombinowanych antygenow biatkowych komorki pamigci CD4 + T
wykazuja proliferacj¢ [28]. Detekcja patogenu polega na izolacji jednojadrzastych
komorek krwi obwodowej (PBMC) pacjenta. Nastepnie wprowadzeniu ich do ptytek,
ktorych dotki optaszczone sa rekombinowanymi antygenami. Tak przygotowane phytki
inkubuje si¢ 5 dni w 37°C z 5% CO, [27]. Po inkubacji komorki traktuje si¢ metylo-
H-tymidyng. Wyniki uzyskujemy poprzez pomiar radioaktywnos$ci w ciektym liczniku
scyntylacyjnym [27], ktorej wartosci dla kazdego antygenu prezentowane sa jako
wskaznik stymulacji (SI; stosunek cpm hodowli z antygenem testowym w/o) [28].

3.1.7. Sekwencjonowanie nowej generacji (NGS)

Technika inaczej nazywana sekwencjonowaniem o wysokiej przepustowosci
(HTS), ktorej celem jest analiza wysoko zréznicowanego genomowego DNA B.
burgdorferi [3]. Procedura obejmuje ekstrakcje DNA, PCR oraz automatyczne
sekwencjonowanie. Metoda umozliwia duza rozdzielczo§¢ konserwatywnych
regionéw genomu, charakterystycznych dla Borrelia. Technika jest rekomendowana
gtéwnie dla analiz surowic [3].
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4. Porownanie posrednich oraz bezposrednich technik diagnostycznych
w detekcji boreliozy

Tabela 1. Poréwnanie posrednich technik diagnostycznych w detekcji boreliozy

Technika Czutos¢ Czas Ztozono$¢ Detekcja

[%] testu boreliozy
w stadium

ELISA i Western Blot 96 2-14 dni Tak P6Zznym

mChip-Ld 80-100 15 minut Nie Poznym

TBD-Serochip Brak 8 godzin Nie Poznym
danych

Chemiluminescencyjny | 70 1 godzina Tak Poznym

system Liaison

Zrodto: [6, 8,9, 11, 13, 14]

Tabela 2. Poréwnanie posrednich technik diagnostycznych w detekcji boreliozy

Technika Czulosé Czas Ztozono$é Detekcja
[%] testu boreliozy
w stadium
Konwencjonalny PCR | 12-62 14 dni Nie Wezesnym
Real Time PCR 78 14 dni Nie Wezesnym
Nested PCR 47 10 dni Nie Wezesnym
IA/PCR/ESI-MS 67 8 godzin Tak Wezesnym
LAMP 32 60 minut Nie Wezesnym
RPA 47-78 30 minut Tak Wezesnym
LTT-MELISA 92 10 dni Tak Wezesnym
NGS 99,5 14-28 dni Tak Wezesnym

Zrodto: [19, 22, 24, 26, 27, 29, 30]
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5. Wady i zalety poSrednich i bezposrednich technik diagnostycznych
w detekcji kretka B. burgdorferi

Tabela 3. Zestawienie wad i zalet posrednich i bezposrednich technik wykorzystywanych do detekc;ji

boreliozy

Techniki posrednie Techniki bezposrednie
Zalety Wady Zalety Wady
Jedyny ,,ztoty Zdolno$¢ Zdolno$¢ wykrycia | Mozliwo$¢é
standard” wykrycia boreliozy we generowania
w detekceji boreliozy wezesnym stadium | falszywie
boreliozy W poznym negatywnych

stadium wynikow
Wysoka czutosé, Dtlugi czas analiz Optymalny czas Kosztowne,
specyficznosc analiz pracochtonne,
detekcji dla surowic czasochtonne
pacjenta
Testy umozliwiaja Kosztowne, Analizy moga Wykrywanie probek
badanie pracochtonne, zosta¢ wykonane pozytywnych
jednocze$nie duzej czasochtonne na bardzo mate;j serotypowo nawet
liczby prébek objetosci probki po dhugim czasie

leczenia

Uniwersalnos¢ testu | Analizy Umozliwiaja Ztozono$¢ metod
zapewniona przez wymagaja duzej genotypowanie moze znaczaco
rekombinowane ilo$ci probki szczepodw wplyna¢ na wynik
antygeny pacjenta B. burgdorferi
Scisle okreslone Mozliwosé Stanowia wskaznik | Analizy wymagaja
parametry podczas wystapienia skutecznosci kosztownego sprzetu
interpretacji reakcji leczenia
wynikow krzyzowych

i generowania

falszywie

pozytywnych

wynikow
Umozliwiaja Brak Badanie patogenow Prowadzenie
odroznienie infekcji | standaryzacji z endemicznych analiz wymaga
trwajacej krotko od | w podawanych obszarow specjalistycznej
infekcji trwajacej wynikach wiedzy
dhugo

Zrodto: Opracowanie wlasne

6. Podsumowanie

Dany rozdzial stanowi przeglad wspotczesnie istniejacych metod, ktore sg lub
moga by¢ wykorzystywane w detekcji boreliozy. Nalezy zaznaczy¢, ze praca ta nie jest
wynikiem prowadzonych badan przez autora, dlatego przedstawione w niej wnioski
oraz rozwigzania metodyczne stanowig podsumowanie tych, ktore sa opisywane we
wspolczesnej literaturze. Rosngca liczba zachorowan stanowi mechanizm napedzajacy
do opracowania skutecznych rozwiazan w detekcji boreliozy. Jednakze pomimo wzrostu
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liczby innowacyjnych technik diagnozy nadal nie posiadamy technik speiajacych
nasze wymagania, a zalecany algorytm bedacy standardem w diagnostyce B. burgdorferi
jest obarczony wieloma wadami. Stad istnieje ogromna potrzeba opracowania
metody o stu procentowej specyficznosci i czulosci, wykrywajacej jedynie aktywna
infekcje, ktorej wynik uzyskiwany bedzie w krotkim czasie, najlepiej przytozkowo.
Jak juz wiadomo, kluczowym elementem podczas detekcji boreliozy jest zapewnienie
maksymalnej skuteczno$ci zastosowanej metody. Oczekiwana skuteczno$¢ metody
moze by¢ zatem uzyskana poprzez redukcje etapow testu, ktdre niosa ze soba ryzyko
kontaminacji. Przyktadem takiego uproszczenia moze by¢ modyfikacja obecnie
stosowanego ,,ztotego standardu” w detekcji B. burgdorferi, podczas ktérego etap
Western Blot zastapiony jest nowymi, mniej skomplikowanymi, szybszymi oraz wysoce
swoistymi technikami np. technikg mChip-Ld. Bardzo ciekawym podej$ciem wykrycia
B. burgdorferi jest rowniez izolacja kleszcza, ktorego po ukaszeniu ,,zabezpieczamy”
w domowej lodowce. Nastepnie, dzigki zbadaniu kleszcza pod katem nosicielstwa
1 otrzymaniu negatywnego wyniku, jesteSmy w stanie (ze stu procentowg pewnoscia)
odrzuci¢ mozliwo$¢ wystapienia choroby. Intrygujacy jest rowniez fakt, ze obecnie
opracowywane metody detekcji boreliozy odrzucaja metody serotypowe, oparte na
wykrywaniu specyficznych przeciwciat IgG, IgM (m.in. przez dlugi czas potrzebny
na ich wytworzenie przez organizm). Dlatego, coraz wigcej dowodow wskazuje ze
przysztosciowa detekcja bakterii bedzie opierata si¢ na wykryciu w tatwo dostepne;j
probece (np. moczu), drobnoczasteczkowych metabolitow tej bakterii. Ze wzgledu
na fakt, ze probki moczu moga by¢ tatwo pobrane, mozliwe jest stworzenie tanich
i specyficznych paskéw testowych, ukierunkowanych na wykrywanie metabolitow
B. burgdorferi. Takie rozwigzanie mogloby znaczaco przyspieszy¢ wykrycie wezesnej
boreliozy. Paski testowe rowniez moglyby by¢ dostepne w gabinetach lekarskich
lub aptekach, umozliwiajagc tym samym mozliwos¢ wykonania samodzielnej
kontroli. Jednakze, aby wytworzy¢ skuteczng metode wykrywajaca metabolity
B. burgdorferi poprzez paski testowe, muszg zosta¢ przeprowadzone dalsze badania
poglebiajace wiedz¢ na temat specyficznych metabolitow bakterii, ktore moglyby
sta¢ si¢ biomarkerami infekcji. Nalezy podkresli¢ takze, ze nowoczesna technika
wykrywajaca borelioze powinna przede wszystkim opiera¢ si¢ na wyeliminowaniu
wad (wymienionych w tabeli 3), ktére znaczaco zmniejszaja skuteczno$¢ obecnie
stosowanych technik jej detekcji.
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Nowoczesne techniki diagnostyczne w detekcji boreliozy

Streszczenie

Borelioza jest choroba, ktorej ilo$¢ zachorowan na $wiecie masowo wzrasta z roku na rok. Chorobg
wywoluja bakterie z klasy kretkdw Borrelia burgdorferi, ktore przenoszone sa na cztowieka przez kleszcze
z rodzaju Ixodes. Zakazenie kretkiem czgsto wystepuje bezobjawowo czego przyczyng jest ztozono$é
genetyczna bakterii umozliwiajaca specyficzng zdolno$¢ ,,omijania” rozpoznawania antygendéw B.
burgdorferi przez uktad odporno$ciowy gospodarza. Nieleczona choroba boreliozy moze mie¢ powazne
nicodwracalne skutki, dlatego istotng dla skutecznej antybiotykoterapii jest szybka i wiarygodna diagnoza.
Obecne techniki wykorzystywane do detekcji B. burgdorferi dzielimy na posrednie (ELISA, Western Blot,
mChip-Ld, TBD-Serochip) oraz bezposrednie (PCR, IA/PCR/ ESI-MS, LAMP, chemiluminescencyjny
system Liaison, RPA, LTT — MELISA, NGS). Dla zapewnienia wigkszej czuto$ci metod stosuje si¢
nawet ich kombinacje np. ELISA, Western Blot. Niestety mimo ogromnego postepu w technikach
diagnostycznych nadal brakuje ,,ztotej metody” umozliwiajacej detekcje kretka w organizmie gospodarza
tuz po ukaszeniu kleszcza. W niniejszej pracy dokonano zbiorczego poréwnania dotychczasowych
technik diagnostycznych pod wzgledem m.in. ich czultosci, specyficznosci, czy tez szybkosci wykrycia
kretka od momentu ukaszenia kleszcza. Podsumowanie takie moze postuzy¢ jako ,,drogowskaz”, ktory
nakieruje badaczy, czytelnikow na wizj¢ przysztosciowej ,,ztotej metody” diagnozy boreliozy. Stworzone
zestawienie bedzie takze petnito funkcje jasnego i przejrzystego rozgraniczenia zalet oraz wad, jakie
charakteryzuja wymienione techniki detekcji.

Stowa kluczowe: Borrelia burgdorferi, borelioza, nowoczesne techniki diagnostyczne
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Novel diagnostic techniques in Lyme disease detection

Abstract

The incidence of Lyme disease has increased dramatically over the past few years. The disease is caused
by bacteria from the Borrelia burgdorferi species, which are transmitted to humans by ticks of the Ixodes
genus. The spirochete infection is often asymptomatic due to the genetic complexity of the bacteria
enabling the specific ability to ,,bypass” recognition of B. burgdorferi antigens by the host’s immune
system. Untreated Lyme disease can have serious irreversible effects, which is why rapid and reliable
diagnosis is essential for effective antibiotic therapy. The current techniques used for the detection of B.
burgdorferi are divided into indirect (ELISA, Western Blot, mChip-Ld, TB-Serochip) and direct (PCR,
IA/PCR/ESI-MS, LAMP, chemiluminescent Liaison system, RPA, LTT-MELISA, NGS). To ensure
greater sensitivity of the methods applied, even a combination of them is used, e.g. ELISA, Western
Blot. Unfortunately, despite the enormous progress in diagnostic techniques, there is still no ,,golden
method” enabling the detection of spirochetes in the host’s body right after a tick bite. This work presents
a comprehensive comparison of current diagnostic techniques in terms of, among others their sensitivity,
specificity, or time of detection of the spirochete since the tick bite. Such a summary can be used as
a ,,signpost” which directs researchers and readers to the vision of the future ,,golden method” of Lyme
disease diagnosis. The created combination will also play the pivotal role of a clear and transparent
demarcation of the advantages and disadvantages of these detection techniques.

Keywords: Borrelia burgdorferi, Lyme disease, novel diagnostic techniques
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Ocena wplywu wybranych dodatkow paszowych
na ograniczanie wystepowania
Lawsonii intracellularis w stadach swin

1. Wprowadzenie

Na fermach §win coraz czesciej odnotowuje si¢ wystgpowanie bakterii Lawsonia
intracellularis. Prowadzone badania epidemiologiczne wskazuja na dynamiczny
wzrost infekcji. Szacuje sie, ze nawet 90% stad §win w Europie jest zakazonych ta
bakterig (tab. 1) [1-2]. L. intracellularis jest odpowiedzialna za obnizenie efektywnos$ci
chowu [3-6]. Straty ekonomiczne wynikajg przede wszystkim z wystepowania u §win
adenomatozy jelitowej (PPE) lub ostrej krwotocznej enteropatii (PHE). Gtownymi
objawami chordb, wywotanych przez L. intracellularis, jest biegunka, ale w postaci
przewlektej czesto przebieg jest nietypowy i wowczas odnotowywane sg zmniejszenie
pobrania paszy oraz obnizenie przyrostow masy ciata [7-8].

Tabela 1. Wystepowanie zakazen bakteria Lawsonia intracellularis w europejskich stadach §win wg
réznych autorow

Kraj Rok % wystepowania zakazen w monitorowanych Zrodio
stadach $win
Norwegia 2000 37,6% [9]
Niemcy 2000 ponad 80% [10]
Dania 1998 75% [11]
2001 ok. 94%
Anglia 2001 ok. 94% [2]
Polska 2001 74,1% [12]
2003 67,6% (przeciwciata przeciwko L. intracellularis [10]
oznaczono w 92% badanych stad $win)

W stadach $win droga infekcji sa zakazenia doustne. Osobniki zdrowe ulegaja
infekcji poprzez kontakt z odchodami lub przez styczno$¢ ze skontaminowanymi
przedmiotami i sprzgtem wielokrotnego uzycia, ktore nie zostaty wlasciwie umyte
izdezynfekowane przez obstuge [13-14]. Udowodniono rowniez role gryzoni i owadow
jako nosicieli tej bakterii pomi¢dzy stadami $win [15]. Zatem, objawy choroby moga
pojawi¢ si¢ w wyniku zakazenia, ale rowniez czesto moga by¢ zwigzane ze zbyt
duzym zaggszczeniem zwierzat w kojcu. Ponadto zakazeniom sprzyja brak higieny,
regularnej dezynfekcji kojcow oraz nieprzestrzeganie zasady: cale pomieszczenie
pelne — cale pomieszczenie puste (cpp-cpp) [16-17]. Zwlaszcza Ze bakteria ta jest
wydalana w duzych ilosciach z katem, gdzie moze utrzymywac si¢ do 14 dni [18-19].
Infekcje bakteryjne przyczyniaja si¢ do selekcji mikroflory jelitowej [20]. Natomiast
niekorzystny mikrobiom ma wplyw na obnizenie tempa wzrostu zwierzat, pogorszenie
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wynikow produkcyjnych i moze prowadzi¢ do wystapienia PHE. Czasem odnotowuje
si¢ przypadki naglej $mierci. W badaniach Borewicza i in. [21] stwierdzono interakcje
pomiedzy L. intracellularis a Salmonellg enterica. Swinie zakazone L. intracellularis
wykazywaty zwigkszong podatno$¢ na zakazenia salmonellami.

Majac nauwadze intensywno$¢ chowu §win poszukuje si¢ nowych rozwigzan, ktore
moglyby zosta¢ wykorzystane w ograniczaniu wystgpowania Lawsonia intracellularis.
Celem pracy jest przeglad wynikow badan nad zastosowaniem dodatkow paszowych,
ktore poprzez poprawe zdrowotnosci zwierzat pozwola rowniez zwickszy¢ skutecznos¢
chowu §win.

2. Charakterystyka postaci klinicznych choréb wywolanych przez
L. intracelluaris

L. intracellularis jest Gram-ujemng bakterig (dlugos¢ komorki wynosi 1,25-1,75 pm;
a szerokos¢ 0,25-0,43 um). Na jej powierzchni nie wystepuja rzeski i fimbrie.
L. intracellularis nie ma zdolno$ci wytwarzania przetrwalnikow. Jej obecnosc
stwierdzana jest w cytoplazmie enterocytéw. Namnazanie si¢ bakterii ma miejsce
wylacznie w dzielacych si¢ komorkach nablonka btony $luzowej krypt jelitowych
(w jelicie biodrowym i okreznicy) [20, 22]. Dlatego podawanie lekow hamujacych
wzrost komorek rowniez ogranicza wystepowanie L. intracellularis. Po eliminacji
bakterii btona $§luzowa jelit regeneruje si¢ i wraca do stanu prawidtowego [16].

Posta¢ ostrg obserwuje si¢ najczesciej u tucznikow o masie ciata 50-100 kg.
Charakterystycznym objawem jest biegunka i kat o zabarwieniu ciemnoczerwonym.
Swinie tracg znaczaco na masie ciata, odnotowywane sa takze nagle ich padnigcia
(w okresie 2-7 dni od pierwszych objawéw biegunkowych). Smiertelnos¢ jest wysoka
i moze wynosi¢ 50-90% [16, 17].

Przewlekta posta¢ PPE moze wystepowaé u $win w réoznym wieku (najczgsciej
migdzy 6. a 20. tygodniem zycia). Charakteryzuje si¢ tagodnym przebiegiem
biegunki, co prowadzi do zahamowania przyrostow masy ciata zwierzat. W wyniku
dlugotrwatych biegunek $miertelno$¢ nie przekracza 5%. Przewleka posta¢ choroby
rzutuje niekorzystnie na ekonomiczny efekt tuczu. Producenci ponosza istotne straty
w wyniku przedtuzajacego si¢ tuczu $win i zahamowania przyrostOw masy ciata
zwierzat [8, 17].

Podczas sekcji $win, padtych w wyniku ostrej postaci choroby, stwierdzano
zgrubienie $ciany jelita biodrowego, czasem obrzeki i wybroczyny. Natomiast
w postaci fagodnej PPE charakterystyczne sa zgrubienia wystepujace w odcinkach jelita
cienkiego i/lub jelita grubego (glownie w gornym odcinku okreznicy) [16-17, 22].

W wyniku zakazenia L. intracellularis krypty jelitowe sg zazwyczaj powickszone
i wydtuzone. W nabtonku przewazajg niedojrzate komorki. Zazwyczaj po trzech
tygodniach od zakazenia w cytoplazmie dzielgcych si¢ komorek nablonka namnaza si¢
bakteria L. intracellularis, a po 7-9 tygodniach od zakazenia uwidaczniajg si¢ zmiany
zwyrodnieniowe w nabtonku jelit. Obserwuje si¢ utratg mikrokosmkow, obrzek,
wybroczyny i zgrubienia $Sciany jelit [16-17, 22].

3. Skuteczno$¢ dodatkow paszowych w zapobieganiu i leczeniu chorob
wywolanych przez L. intracellularis

Biegunki, wystgpujace po odsadzeniu, s3g powaznym problemem na fermach $win.
U prosiat, w wyniku ostrego przebiegu biegunek, §miertelnos¢ moze siega¢ powyzej

33



Anna Szuba-Trznadel

10% [23]. Najczestsza przyczyng biegunek moga by¢ infekcje wywotane przez rozne
patogeny, w tym L. intracellularis, E. coli, Clostridium sp., Salmonelle.

Identyfikacja zakazen wywotanych przez L. intracellularis jest trudna. Powszechnie
wiadomo, ze btgedna diagnoza prowadzi do nadmiernego stosowania antybiotykow
i skutkuje obnizeniem efektywnosci produkcji. Szybka identyfikacja zakazen
polega na wykryciu L. intracellularis w probkach katu lub oznaczeniu swoistych
przeciwciat w surowicy krwi. W badaniach Pejsaka i in. [24] stwierdzono obecno$é¢
L. intracellularis w ponad 62% ferm poddanych monitoringowi. Zauwazono rowniez,
ze w $rednich gospodarstwach (do 100 loch) odsetek zainfekowanych ferm stanowit
46,15%. Natomiast w wielkotowarowych fermach o cyklu zamknietym (powyzej 100
loch) wyniost 72,5% [24].

W celu ograniczania przenoszenia infekcji wsrdod $win zalecane jest doustne
podawanie antybiotykow, preparatow leczniczych lub szczepionek [1, 5]. Antybiotyki
moga ogranicza¢ wystepowanie PPE u $win. Badania potwierdzily, ze linkomycyna
1 tylozyna najskuteczniej ograniczaja zapalenia jelit wywotane przez L. intracellularis
[13, 25]. Jednak antybiotyki musza by¢ zastosowane we wczesnej fazie infekcji.
Z drugiej strony, gdy antybiotyki sa podane zbyt wczesnie prosieta moga nie
wyksztalci¢ odpornosci czynnej przeciwko L. intracellularis [17]. Dodatkowo,
antybiotyki moga utraci¢ swoja skuteczno$¢ dziatania wobec oporno$ci bakterii na
stosowane w preparatach substancje czynne. Powszechnie znanym zabiegiem jest
rowniez szczepienie. Badania Guedes i Gebhart [18-19] dowodza, ze stosujac zywa
atenuowang szczepionke mozna ograniczy¢ zakazenia do 9 tygodni. Wsrdd praktykow
sq jednak glosy o niewystarczajacej skutecznos$ci szczepionek, co wymusza prace nad
jej ulepszaniem [26].

Inng z dréog przeciwdziatania infekcjom bakteryjnym wywolanym przez
L. intracellularis jest stosowanie m.in. dodatkéw probiotycznych (zwtaszcza bakterii
kwasu mlekowego), prebiotycznych i fitogenicznych do pasz. Kwas mlekowy
obniza pH i wykorzystujac mechanizm ,,konkurencyjnego wykluczenia” eliminuje
L. intracellularis. Szczegdlne zainteresowanie wokot tego zagadnienia budza rowniez
substancje czynne wyizolowane z drozdzy, jak B-D-1-3/1-6-glukany. Substancje
te w zywieniu mlodych $win moga przynosi¢ szereg korzysci gospodarczych,
polegajacych na podnoszeniu zdrowotno$ci zwierzat, ktore rowniez wykazujg wyzsze
tempo wzrostu. Podobnie, preparaty fitogeniczne skutecznie ograniczajg wystgpowanie
biegunek na tle bakteryjnym oraz poprawiaja zdrowotnos¢ zwierzat.

4. Preparaty probiotyczne

Starannie dobrane szczepy bakterii probiotycznych w paszy uniemozliwiaja
rozw0j patogennych mikroorganizméw w przewodzie pokarmowym zwierzat
[27-28]. Sprzyja to utrzymaniu homeostazy $rodowiska wewnetrznego przewodu
pokarmowego, zwicksza tolerancje organizmu na niesprzyjajace bodzce zewngtrzne,
poprawia przyswajalnos¢ sktadnikéw pokarmowych, co przeklada si¢ na wyzsze
przyrosty masy ciata zwierzat [29-30]. Bakterie probiotyczne obnizaja poziom pH
tresci przewodu pokarmowego, zahamowujac rozwoj lub ograniczajac wzrost bakterii
chorobotworczych. W efekcie stosowania dodatkow probiotycznych odnotowano
obnizenie liczby bakterii Clostridium sp., E. coli, Salmonella sp. w tresci przewodu
pokarmowego i w kale zwierzat [31]. Stad tez zmniejsza si¢ prawdopodobienstwo
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wystapienia zachorowan i upadkow zwierzat w czasie odchowu [32]. Ponadto
probiotyki tagodza straty spowodowane biegunkami, zmniejszaja czas trwania biegunek,
poprawiajg wykorzystanie paszy oraz zwigkszaja dzienne przyrosty, a tym samym
skracajg czas trwania tuczu [33, 34], a takze wspomagajg uktad odpornosciowy [35].

Opriessning 1 in. [8] oraz van der Peet Schwering i in. [34], stosujac preparat
probiotyczny zawierajacy wybrane szczepy z rodzaju Bacillus, stwierdzili obnizenie
liczby bakterii L. intracellularis w kale oraz poprawe¢ konsystencji katu. Ponadto
w trakcie podawania probiotyku zwierzgta nie wymagaty tak czestych interwencji
weterynaryjnych jak grupa kontrolna, co moze wskazywaé na wyzsza ich zdrowotno$¢.
W badaniach przeprowadzonych przez Jorgensen i in. [33] odnotowano nizsze zuzycie
paszy na kg przyrostu masy ciata tucznikow, otrzymujacych probiotyk zawierajacy
szczepy Bacillus w mieszance paszowej. Uzyskane wyniki znalazly takze potwierdzenie
w badaniach przeprowadzonych przez van der Peet Schwering i in. [34]. Wyniki
produkcyjne odnotowane we wszystkich grupach byly zblizone. Jednakze Autorzy
podkreslaja korzystny wptyw preparatu probiotycznego na wskaznik konwersji paszy
(FCR). W dostepnym pismiennictwie podkreslany jest fakt ograniczania wystgpowania
biegunek przez dodatek bakterii z rodzaju Bacillus do paszy [36-37].

Ze wzgledu na brak powtarzalnosci w zakresie uzyskiwanych wynikéw ocena
wplywu probiotykow na ograniczanie wystgpowania L. intracellularis wymaga
dalszych badan. Uzyskiwane wyniki zalezg gltownie od zastosowanej dawki
1 rodzaju uzytego szczepu probiotycznego, genetyki i wieku zwierzat oraz warunkow
srodowiskowych, w ktorych utrzymywane sa swinie [38-39].

5. Preparaty prebiotyczne

Drozdze i produkty ich frakcjonowania, m.in. mannany i B-D-1-3/1-6-glukany,
cieszg si¢ od dawna duzym zainteresowaniem w zywieniu trzody chlewnej [40-
42]. Wyniki badan wskazuja, ze zastosowanie tych substancji w zywieniu miodych
$win moze przynosic¢ szereg korzysci gospodarczych polegajacych na usprawnianiu
proceséw trawienia [43-44], podnoszeniu zdrowotno$ci zwierzat [45-46] oraz
dynamizowaniu tempa wzrostu [47-48]. Stosujac substancje czynne z drozdzy
stwierdzono takze zahamowanie namnazania si¢ bakterii E. coli, Clostridium sp.,
pateczki Salmonelli, co ograniczyto wystgpowanie biegunek i miato korzystny wptyw
na konsystencj¢ katu [49]. Nalezy przy tym doda¢, Ze u zwierzat klinicznie zdrowych
rowniez mozna stwierdzi¢ w kale wysoka koncentracje np. E. coli czy Clostridium
sp. Ponadto zwierzeta, wykazujace objawy lekkiej biegunki, zawsze gorzej pobieraja
paszg i stabiej rosna.

B-glukany wykazujg dziatanie zwigkszajagce odporno$¢ organizmoéw na choroby.
Sorocinova i in. [50], cho¢ nie potwierdzili wzrostu liczby przeciwciat przeciwko
L. intracellularis po zastosowaniu w zywieniu zwierzat B-glukandw, jednoznacznie
wskazali na immunomodulujagce wiasciwosci tego zwigzku. PdzZniejsze badania
sugeruja, ze B-glukany podawane w paszy w potaczeniu ze szczepieniem duzo silniej
oddzialywaty na wyksztalcenie odpornosci przeciwko L. intracellularis u prosiat [51].
Weigz zbyt mata liczba badan przeprowadzonych w tym zakresie sprawia, ze brakuje
rzetelnych dowodoéw naukowych pozwalajacych na stosowanie jedynie B-glukandéw
w ograniczaniu wystepowania L. intracellularis.

35



Anna Szuba-Trznadel

6. Preparat fitogeniczne

Substancje fitogeniczne, w tym olejki eteryczne ekstrahowane z réznych roslin,
wykazuja dziatanie antybakteryjne [52-53], przeciwutleniajace [54] oraz pobudzaja
wzrost $win [55-56]. Podnosza takze sprawnos¢ uktadu jelitowo-immunologicznego
(GALT), co przyczynia si¢ do lepszego wykorzystania sktadnikow pokarmowych
(W tym zwiazkdéw azotowych) i mineralnych obecnych w paszy. Dzigki czemu
uzyskuje si¢ poprawe wynikow produkcyjnych w tuczu §win [57]. Zeng i in. [58]
oraz Barto§ i in. [59], stosujac dodatek olejkow eterycznych, odnotowali lepsze
wykorzystanie paszy, czego efektem bylo wyzsze tempo wzrostu zwierzat. Badania
przeprowadzone przez Windisch i in. [57] wskazaly na bakteriobdjcze wlasciwosci
olejkow eterycznych. Dlatego tez dodatki fitogeniczne zaliczane sa do skutecznych
preparatow ograniczajacych wystepowanie biegunek [60-61].

W badaniach przeprowadzonych przez Draskovica i in. [13] zastosowanie
mieszaniny wyciagow z tymianku (Thymus vulgaris), oregano (Origanum vulgare),
kolendry (Coriandrum sativum) i kasztana jadalnego (Castanea sativia) zredukowato
w probkach katu liczbg patogenow, w tym liczbe bakterii L. intracellularis. Wyniki
przedstawionych badan byly zgodnie rowniez ze sformutowaniami innych badaczy [60,
62]. Papatsiros i in. [60] wskazali, ze wyciag z oregano (Origanum vulgare) i czosnku
(Allium sativum) rowniez obnizyt liczebnos¢ kolonii L. intracellularis w przewodzie
pokarmowym, a takze ograniczyt wystepowanie biegunek. Dzigki czemu uzyskano
poprawe wskaznikow produkcyjnych. Na postawie przeanalizowanych wynikow
badan mozna wysuna¢ wniosek o skutecznym dziataniu dodatkéw fitogecznicznych
w ograniczaniu biegunek wywotanych przez bakteri¢ L. intracellularis.

7. Podsumowanie

Podsumowujac mozna wskaza¢ korzystne dziatanie dodatkéw paszowych
W ograniczaniu wystepowania L. intracellularis w stadach $win. Po wprowadzeniu
od 2006 roku ograniczen w stosowaniu antybiotykéw oraz bioragc pod uwage obawy
dotyczace wzrostu opornosci wsrdd bakterii na substancje aktywne stosowane w lekach,
wcigz poszukiwane sa tzw. zwiazki alternatywne. W miejsce antybiotykow zostaty
wprowadzone m.in. probiotyki, prebiotyki czy tez preparaty fitogeniczne. Dodatki te
wykazuja szerokie spektrum dziatania, w tym przeciwbakteryjne, przeciwutleniajace,
a takze stymulujace uktad odpornosciowy zwierzat. Jednakze, w celu uzyskania
rzetelnych informacji na temat skutecznosci ich dzialania konieczne sa dalsze badania.
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Ocena wplywu wybranych dodatkow paszowych na ograniczanie wystepowania
Lawsonii intracellularis w stadach §win

Streszczenie

Majac na uwadze intensywnos$¢ chowu $win poszukuje si¢ nowych rozwigzan, ktére moglyby zostaé
wykorzystane w ograniczaniu wystepowania Lawsonia intracellularis. Celem pracy jest przeglad
wynikow badan nad zastosowaniem dodatkow paszowych, ktdre poprzez poprawe zdrowotnosci zwierzat
pozwola rowniez zwigkszy¢ skuteczno$¢ chowu $win.

Lawsonia intracellularis powszechnie wystgpuje w wielu stadach trzody chlewnej (gtéwnie w duzych
fermach), jest bakteria odpowiedzialng za obnizenie efektywno$ci chowu. Straty ekonomiczne wynikaja
przede wszystkim z wystepowania u $win adenomatozy jelitowej (PPE) lub ostrej krwotocznej enteropatii
(PHE) wywolanych przez L. intracellularis. Gldownymi objawami jest biegunka, ale w postaci przewlektej
bardzo czgsto przebieg jest nietypowy i wowczas odnotowywane jest obnizenie przyrostow masy ciata. Do
zakazenia moze doj$¢ droga doustng. Osobniki zdrowe ulegaja infekcji poprzez kontakt z odchodami §win
zakazonych L. intracellularis. Infekcja bakteryjna obniza tempo wzrostu zwierzat, co wptywa na wyniki
produkcyjne i moze prowadzi¢ do wystapienia PHE. Czasem odnotowuje si¢ przypadki naglej $mierci.
Leczenie polega na wprowadzeniu antybiotykow lub podawaniu szczepionki. Antybiotyki mogg ograniczaé
wystepowanie PPE u §win, jednak musza by¢ zastosowane we wczesnej fazie infekcji. Gdy antybiotyki
sa podane zbyt wczesnie prosieta moga nie wyksztalci¢ odpornosci czynnej przeciwko L. intracellularis.
Dodatkowo zastosowanie antybiotykdw moze zwigksza¢ oporno$¢ szczepdw bakteryjnych na substancje
czynng. Innym zabiegiem jest szczepienie. Jednak wsrod praktykow sa glosy o niewystarczajacej
skutecznosci szczepionek, co wymusza prace nad ich ulepszaniem.

Inna z drog przeciwdzialania infekcji jest stosowanie m.in. dodatkow probiotycznych (zwtaszcza bakterii
kwasu mlekowego), prebiotycznych i fitogenicznych w zywieniu zwierzat. Kwas mlekowy obniza pH
i wykorzystujac mechanizm ,konkurencyjnego wykluczenia” eliminuje L. intracellularis. Szczegdlne
zainteresowanie wokot tego zagadnienia budza substancje czynne wyizolowane z drozdzy, jak B-D-1-
3/1-6-glukany. Zwiazki te w zywieniu mtodych §win moga przynosi¢ szereg korzysci gospodarczych.
B-glukany zwiekszaja odporno$¢ organizmu na choroby. Dzigki czemu uzyskuje si¢ poprawe wynikéw
produkcyjnych w tuczu $win. Skuteczne dziatanie w ograniczaniu biegunek, wywotanych przez
L. intracellularis, wykazuja rowniez dodatki fitogeniczne. Na podstawie przeanalizowanych wynikow
badan mozna stwierdzi¢, ze czgsto konieczne i celowe jest zastosowanie dodatkow paszowych w zywieniu
zwierzat.

Stowa kluczowe: Lawsonia intracellularis, dodatki paszowe, wyniki produkcyjne, §winie
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Impact assessment of selected feed additives on reducing the occurrence of
Lawsonia intracellularis in pig herds

Abstract

Given the intensity of pig rearing, new solutions are being sought that could be used to reduce the
occurrence of Lawsonia. intracellularis. The aim of the study is to review the results of research on the
use of feed additives, which will also increase the efficiency of pig rearing by improving animal health.
Lawsonia intracellularis is commonly found in many pig herds (mainly in large farms) and infection
is commonly associated with reducing the efficiency of rearing because of reduced weight gain and
feed conversion. Economic losses result mainly from the presence of intestinal adenomatosis (PPE) or
proliferative hemorrhagic enteropathy (PHE) caused by L. intracellularis in pigs. The main symptoms
are diarrhea, but in the chronic disease very often the course are atypical signs (reduced weight gain,
decreased feed efficiency and increased mortality rates are noted). Bacterial infection reduces the growth
rate of animals, which affects production results and may lead to PHE. Occasionally, sudden death is
reported.

Control of L. intracellularis infection is mainly accomplished by treatment with antibiotics or the
administration of a vaccine. Antibiotics may reduce the prevalence of PPE in pigs, but must be used
early in the early stages of infection. When antibiotics are given too early, piglets may not develop active
immunity against L. intracellularis. In addition, the use of antibiotics may increase the resistance of
bacterial strains to this substance. Another procedure is vaccination. However, there are voices among
practitioners that vaccines are not effective enough, which makes it necessary to study on improving them.
Another way to counteract infection by L. intracellularis is to use probiotic (especially lactic acid
bacteria) and prebiotic and phytogenic additives in animal nutrition. Lactic acid lowers the pH and uses
the ,,competitive exclusion” mechanism to eliminate L. intracellularis. The active substances isolated
from yeast, such as f-D-1-3 / 1-6-glucans, are also of particular interest around this subject. These
compounds in the feeding of young pigs can bring a number of economic benefits. 3-glucans increase
resistance to disease. This results in improved production results in pig fattening. Phytogenic additives are
also effective in reducing diarrhea cause by L. intracellularis. On the basis of the analyzed results of many
research, it can be concluded that it is often necessary and useful to use feed additives in animal nutrition.

Keywords: Lawsonia intracellularis, feed additives, performance, swine
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Komplementarnos¢ badan niskodawkowej
mikotoksykozy zearalenonowej na wybrane wskazniki
zdrowotne niedojrzalych plciowo loszek

1. Wprowadzenie

Duzy odsetek materiatow roslinnych i produktow pochodzenia roslinnego
wykorzystywanych przez producentéw pasz [1], jest przyczynkiem do wystgpienia
ryzyka zatrucia mikotoksynami (substancjami niepozadanymi) ludzi [2] i réznych
gatunkow zwierzat gospodarskich, a szczegdlnie §win [3]. W odniesieniu do wielu
mikotoksyn, w tym zearalenonu (ZEN), znane sg objawy i konsekwencje zdrowotne
(toksykologiczne) wynikajace z narazenia organizmu wysokimi dawkami tych
zwigzkow [4-6]. Zgodnie z paradygmatem hormezy (zjawisko korzystnego wpltywu
matych dawek czynnika szkodliwego) [7, 8], bardziej istotnym staje si¢ poznanie
problemow wynikajacych z faktu narazania niskimi dawkami, czesto spotykanymi
w materiatach paszowych. Badawczo, bardzo interesujacym stato si¢ okreslenie
stopnia dysfunkcji organizmu ssakow narazonych czysta substancja macierzysta
[9-11] bez metabolitow czy zmodyfikowanych mikotoksyn [8].

Wiekszos¢ mikotoksyn fuzaryjnych jest wchtaniana gléwnie w proksymalnej
czesei jelita cienkiego [3, 12]. Spowodowane jest to duza zmiennos$cia fizjologiczna
poszczegodlnych odcinkéw jelit. Kolejnym etapem procesu biotransformacji, jest
krew i toczace si¢ w niej procesy, ktore pozwalaja na diagnozowanie w sposob mato
inwazyjny stanu zdrowotnego zwierzat [13] oraz na poznanie nowych biomarkerow
okreslonych stanow chorobowych [14], gdzie np. ZEN, mozna bytoby potraktowac
jako biomarker farmakodynamiczny, dzigki ktéremu obecnie, mozna wskaza¢ wyniki
interakcji miedzy mikotoksyna a celem [15]. Tym celem najczgsciej jest komorka [16],
w ktorej zearalenon lub ZEN 1 jego metabolity moga wywotywac okreslone stany, nie
tylko poprzez regulacje metabolizmu enzymow [9, 17], czy ekspresje genow [11],
ale ZEN i jego metabolity dziataja jako ligand, wigzac si¢ z okreslonymi receptorami
na poziomie bton lub jader komdrkowych [18], a przez to uczestniczy¢ w dalszym
przekazywania sygnatu.

Zgodnie z dotychczasowa wiedza [19] na temat zmian towarzyszacych narazeniu
matymi dawkami ZEN, nalezy stwierdzi¢, ze moga one powodowaé trudne do
przewidzenia reakcje uboczne (rys. 1). Wynika to z wielkosci dawki, ale rowniez
1 z czasu trwania narazenia [14]. Przy matych dawkach, reakcja organizmu bywa
zaskakujaca, jak np. moze mie¢ miejsce ,niedostrzegania obecnosci substancji
niepozadanych typu mikotoksyny” [20], na zasadzie podobnej do teorii limfocytéw
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T-regs [21], polegajacej na braku reakcji limfocytow T regulatorowych w sytuacji
przedostania si¢ do organizmu matej liczby czynnikow zakaznych. W przypadku
przedtuzajacego si¢ narazenia ZEN, podawanego per os, ma miejsce zwigkszanie jego
absorpcji do organizmu gospodarza [22], czemu towarzyszy efekt kompensacji [23],
ktory polega na wyhamowaniu aktywnos$ci badanych wskaznikéw. Po nim nastepuje
powrdt organizmu do stanu wyjsciowego [24], mimo trwajacego w dalszym ciagu
narazenia [9]. Oba wspomniane czynniki, jak i wielokierunkowo$¢ aktywnosci ZEN
i jego znanych metabolitow (rys. 1) [19] wraz z formg i stopniem zaangazowania
w odpowiedz organizmu loszek, co powinno powodowaé zwigkszenie zainteresowania
obecnoscia niskich dawek ZEN w diecie.

Ciala biologicznie czynne,
uczestniczgce
w procesie
dojrzewania plciowego samic

Systemowe laczenie

Scista korelacja miedzy wynikow
aktywnoS$cia metaboliczna 4 N\ badan laboratoryjnych,
a rozwojem ZEN w celu okreslenia
mlodych organizméw i/lub — jednoznacznego stopnia
lub starszych z etiologia L tolerancji pokarmowej
choroéb przewleklych ZELSs przy okreslonych
w przewodzie pokarmowym wartos$ciach narazenia

i ukladzie rozrodczym

Wplyw na sygnalizacje miedzy
ukladem endokrynologicznym
a immunologicznym
lub na inne systemy
komunikacyjne steroidozalezne

Rysunek 1. Wielokierunkowos¢ aktywnosci ZEN i ZEL-s

Chcac okresli¢ co to jest niska dawka, na podstawie badan wtasnych [9-11],
wzigto pod uwage obecnos$¢ lub brak objawoéw klinicznych podczas mikotoksykoz
zearalenonowych o roznym stopniu narazenia. W zwiazku z powyzszym, interpretujac
wyniki wlasne 1 innych wziglismy pod uwage trzy dawki narazenia (rys. 2). I tak:

* najnizsza dawka w wartosci LOAEL (lowest observed adverse effect level: > 10 ug
ZEN/kg mc) [19, 25, 26], powodujaca wystgpienie objawow klinicznych [3];

* najwyzsza dawka, niewywotujaca objawoéw klinicznych (stany subkliniczne),
czyli dawka NOAEL (no observed adverse effect levels: — 10 ug ZEN/kg mc) [27];

* najmniejsza mierzalna dawka, wchodzaca w pozytywna interakcj¢ z organizmem
gospodarza, w roznych etapach zycia, tzw. dawka MABEL (minimal anticipated
biological effect level: < 10 pg ZEN/kg mc) — dawka mierzalna [28, 29].
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Rysunek 2. Roznorodnos¢ dawek spotykanych w §rodowisku

Z racji, ze ZEN jest mikoestrogenem, to obowigzujacy paradygmat dawka-
odpowiedz zostat zakwestionowany przez ,.hipoteze niskiej dawki” [19]. Dotyczy
to w szczegdlnosci zwigzkéw chemicznych hormonalnie aktywnych [30]. Ta
niejednoznaczna wspotzaleznos¢ miedzy dawka a reakcja, nie pozwala na prosta, czyli
bezposrednig, jednoznaczng to znaczy monotoniczng ekstrapolacj¢, czy metaanalizy,
oceny ryzyka reakcji (objawoéw klinicznych czy wynikoéw laboratoryjnych) przez
przeniesienie z wysokiej dawki na niskg [3, 24]. Z punktu widzenia praktyk
biomedycznych coraz bardziej interesujace staje si¢ pojecie ,,minimalnej dawki”
[13]. Pojecie, ktore wprowadza jedng z podstawowych zasad medycyny precyzyjnej
[31]. Ta przetomowa koncepcja uwzglednia zaréwno indywidualng zmiennos¢, jak
i cechy populacji w celu zapewnienia dziatan holistycznych. Takie podejs$cie poszerza
wiedzg biologiczng, poniewaz bada liczne i r6znorodne grupy osobnikéow (chow
fermowy), na wielu ptaszczyznach biologiczno-medycznych. Dokonuje si¢ tego,
przez wykorzystanie wyspecjalizowanego sprzetu laboratoryjnego, umozliwiajacego
pozyskiwanie szerokiego spektrum informacji o okreslonych biomarkerach: genach,
produktach ekspresji genéw oraz metabolitach [13, 32]. Z drugiej strony niska
dawka, ktorg nalezy rozumie¢, jako dawke wywotujaca odwrotny efekt [7] zgodnie
z paradygmatem hormezy, do ktérego nie jesteSmy obecnie przygotowani. Z racji
tej, zrozumienie sposobu dziatania matych dawek, powinno by¢ wymogiem podczas
podejmowania decyzji, dla ilosciowej i jakoSciowej oceny ryzyka [33, 34].

Celem przedstawionej pracy, bylo przeanalizowanie dotychczasowych rozwiazan
hipotez medycznych, dotyczacych niskodawkowej mikotoksykozy zearalenonowe;j,
wykorzystujacych wielokierunkowe i precyzyjne metody badan diagnostycznych,
na wielu poziomach informacji biologicznej, z mys$la przedstawienia w sposob
komplementarny wybranych tematow weterynaryjnej medycyny precyzyjnej [13]
u niedojrzatych plciowo loszek.



Komplementarnos¢ badan niskodawkowej mikotoksykozy zearalenonowe
na wybrane wskazniki zdrowotne niedojrzatych ptciowo loszek

2. Zearalenon i jego metabolity

Niewielkie dawki ZEN sa czesto spotykane w roslinnym materiale paszowym.
Efektem jest niskodawkowa mikotoksykoza zearalenonowa. Z badan Zeng i wsp. [35]
wynika, ze w organizmie $win, dzicki zwickszonej aktywnosci 3a-HSD, w poréwnaniu
do innych zwierzat gospodarskich, podczas biotransformacji ZEN powstaje wiecej
a-ZEL niz B-ZEL, ale przy wyzszych dawkach narazenia. Stwierdzono, ze podczas
niskodawkowego narazenia ma miegjsce sytuacja odwrotna [36]. Z racji tej, okreslone
wartosci stezen ZEN i jego metabolitow we krwi obwodowej, nalezy postrzega¢ jako
efekt toczacych si¢ procesow biotransformacji w organizmie niedojrzatych ptciowo
loszek, ktore nie wywotuja hiperestrogenizmu, ale uzupetniaja fizjologiczne niedobory
endogennychestrogenow utych zwierzat[37]. Potwierdzajacym przyktadem sa wartosci
substancji macierzystej i jej metabolitow u loszek, ktore narazano ZEN w wartos$ciach
MABEL[36]. W pierwszym tygodniu narazenianie stwierdzano obecno$ci metabolitow
ZEN, z racji niskiej podazy endogennych hormonow sterydowych. W kolejnych
terminach w surowicy krwi wykazano, ze oprocz substancji macierzystej, to f-ZEL
byl metabolitem dominujacym [19, 38]. Mozna jedynie dywagowac, ze np. byly to
wartosci fizjologiczne niezbgdne do funkcjonowania organizmu [39] lub, Ze zaistniata
sytuacja mogla by¢ wynikiem ,,zwickszonego popytu” organizmu gospodarza, na
zwigzki o wysokiej aktywnosci estrogenowej, jakimi legitymuja si¢ a-ZEL 1 ZEN [38,
40]. Mozna to rowniez thumaczy¢ tym, ze:

* siodmy dzien narazenia substancja niepozadang, jaka jest ZEN, jest terminem
koncowym dla proceséw adaptacyjnych, a zwlaszcza odpornosci adaptacyjnej [41];

* ZEN zostal wykorzystany jako substrat regulujacy (odwrotnie proporcjonalnie)
poziom ekspresji genow kodujacych HSDs, ktore sa swego rodzaju przetacznikiem
molekularnym dopuszczajacym do modulacji prereceptorow hormondéw sterydowych
[17,42,43];

* miala miejsce wzmozona recyrkulacja watrobowo-jelitowa przed catkowitym
wydaleniem tych substancji [19, 44];

* zostata zaburzona homeostaza mikrobioty jelitowej w czeSci dystalnej, podczas
narazenia ZEN [10].

Przedstawione sugestie, wszystkie razem lub kazda z osobna, mogg ttumaczy¢
poziom ZEN i jego metabolitow we krwi obwodowej z racji wielokierunkowej
aktywnos$ci omawianej mikotoksyny [19]. Jedna z nich jest hamowanie syntezy
i wydzielanie FSH (follicle-stimulating hormone [35]) w wyniku ujemnego sprz¢zenia
zwrotnego, ktére w konsekwencji powoduje spadek produkcji sterydow [45, 46].

Podczas przedhuzajacego si¢ narazenia niskimi dawkami ZEN, rowniez wystepuja
podobne wspoélzaleznosci w wartosciach Srednich stezen ZEN 1 jego metabolitow
we krwi obwodowej [36]. Konsekwencja przedluzajacego si¢ narazenia ZEN,
powyzej siedmiu dni, s3: po pierwsze, obecnos¢ obu badanych metabolitow ZEN. Po
drugie, stwierdzenie wyzszych wartosci wszystkich badanych wskaznikow (ZEN +
metabolity), prawdopodobnie jako wynik kumulacji, z racji wysycenia aktywnych
receptorow estrogenowych i/lub innych czynnikéw decydujacych o wartosci stezen
hormonow sterydowych [45-47], w miar¢ uptlywu czasu narazenia. Wyniki badan
innych autoréw, dotyczace efektéw biotransformacji ZEN we krwi obwodowej, byty
efektem narazenia zwierzat duzo wyzszymi dawkami ZEN [19, 48, 49].
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Z racji tej mozna byloby sugerowac, ze narazenie bardzo niskimi dawkami ZEN,
zgodnie z paradygmatem hormezy [7, 19, 50], wplywa na syntezg i wydzielanie
steroidowych hormonow ptciowych[19,38, 51]. To znaczy, ze procesy biotransformacji
bardzo niskich dawek ZEN nie przebiegajg identycznie, ale wykorzystanie substancji
macierzystej (ZEN) i powstalych metabolitow przez makroorganizm, jest wickszy lub
catkowity przy dawce MABEL. Bardzo mozliwe, Ze na procesy interakcji sterydow
endogennych ze $rodowiskowymi (egzogennymi) maja wplyw i inne endogenne
czynniki [52], jak np.: zmieniajgca si¢ kondycja organizmu, przebieg procesow
detoksykacji czy zmieniajacy si¢ poziom reaktywnych form tlenu.

3. Profil metaboliczny

Bardzo skromna jest liczba opracowan naukowych na temat ewentualnej zmiennosci
wynikéw profilu metabolicznego zwierzat narazonych niskimi dawkami ZEN
(MABEL, NOAEL i najnizsze dawki LOAEL), co jest niezmiernie wazne, podczas
proby interpretacji [9, 53] tych warto$ci. Dostepne prace [54, 55] nie bardzo przystaja
jednak do omawianych wynikoéw narazenia. Spowodowane to jest: odmienng masg
ciata §win uczestniczacych w doswiadczeniu, wielko$cig podawanej dawki, czasem
narazenia ZEN lub innymi czynnikami. U zwierzat narazanych procesy przemiany
materii przebiegaja w formie bardziej stonowanej [9]. Wskazniki biochemiczne
surowicy krwi, pozyskiwane podczas niskodawkowej mikotoksykozy, w miare
uplywu czasu narazenia maja tendencje spadkowa. Moze to by¢ efekt kompensacji,
ktory polega na pobudzeniu lub wyhamowaniu aktywnos$ci okre§lonych wskaznikow,
po poczatkowym okresie narazenia [9, 23, 24, 53]. Wynika to réwniez z potrzeby
czasu, do dodatkowego zaangazowania energetycznego organizmu loszek w procesy
biotransformacji ZEN [9, 24, 49, 53], czemu towarzyszy sukcesywny spadek st¢zenia
glukozy. Réwnolegle maja miejsce zwigkszone przyrosty masy ciata, co pobudza
zapotrzebowanie na biatko w paszy [56]. Wyrazem tych zmian, jest obnizony poziom
biatka catkowitego oraz glukozy w surowicy krwi.

Kolejnym wskaznikiem moga by¢ aminotransferazy, od dawna wykorzystywane,
jako wskaznik chordéb watroby u ludzi i zwierzat. Uznawane s3 za swego rodzaju,
Hliverspecific” [57]. Sa one uwalniane do krwi proporcjonalnie do liczby uszko-
dzonych komorek i wykorzystywane jako markery stanéw zapalnych [19]. Z badan
niektorych autorow [9, 49, 53] wynika, Zze u loszek narazonych wyzszymi dawkami
ZEN aktywno$¢ enzymdw nekrotycznych utrzymuje si¢ na podobnych poziomach.
Aktywno$¢ enzymatyczna aminotransferazy alaninowej (ALT) podczas narazenia
niskimi dawkami ma tendencje spadkowa, w miarg trwania narazenia. Jest to zbiezne,
z wynikami badan dotyczgcych innych czynnikéw stymulujacych [57]. Moze to by¢
np. ,,sygnal” o majacym miejsce spowolnieniu czynno$ciowym watroby [58, 59].
W przypadku aminotransferazy asparaginianowej (AST) aktywnos¢ ma tendencje
wzrostowg. Wynika to prawdopodobnie ze stopniowego przystosowywania si¢
zwierzat do matych wartos$ci narazenia (procesu tolerancji pokarmowej [60] a moze
kompensacji [23]). W zwiazku z tym nasuwa si¢ wniosek, ze stezenie ZEN, jest
rozstrzygane na poziomie nabtonka jelitowego [61-64], chociaz nie zawsze [46], np.
w pierwszym okresie narazenia. Zaistniala sytuacja dowodzi w sposéb posredni, ze:

* postepujace mieszane tendencje wzrostowo/spadkowe aktywnos$ci obu
nekrotycznych enzyméw, sa wynikiem toczacego si¢ procesu, tagodzenia stanu
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zapalnego w watrobie [59];

» czemu towarzyszy rekonwalescencja funkcji watroby [65].

Przedstawione sugestie, z reguly znajduja potwierdzenie we wskazniku de Ritis
(stosunek AST/ALT) [53, 66, 67]. Wspotczynnik ten zwykle oscyluje koto wartosci
1, z nieznaczng tendencja wzrostowa w miarg trwania procesu narazenia. Przebieg
procesu jest wprost proporcjonalny do dawki narazenia ZEN. Dokumentuje on stopien
zaangazowania innych tkanek (wprost proporcjonalnie), w rozwoj organizmu, jak
np. migs$nia sercowego [67], migsnie szkieletowe, a nawet erytrocytow, czemu moze
towarzyszy¢ dysfunkcja watroby [66].

Zgodnie z sugestiami Li i Patience [56] u mtodych zwierzat sg dwa wyznaczniki
sredniego dziennego pobrania paszy. Pierwszym jest gesto$¢ energii, a drugim oznacza
si¢ fizyczna zdolnos¢ pobierania paszy niezaleznie od st¢zenia energii w diecie. W obu
przypadkach no$nikiem energii jest glukoza. Wysokie stezenia glukozy (> 5,5 mmol/L)
u §win sg bardzo rzadkie. Stany hipoglikemii i tolerancji pokarmowej poprzedzonych
allostaza potwierdzajg wptyw mikoestrogenu, jakim jest ZEN, na homeostaze glukozy
[49, 53, 68]. Z kolei efekt anaboliczny powoduje spadek poziomu glukozy jako wynik
[69], natywne] (standardowej) konwersji chemicznej mikotoksyn [8] (przy niskich
dawkach) do pochodnych glikozylowych, czemu towarzyszy peroksydacja lipidow.
Pochodnych powstajacych w wyniku interakcji z jednostkami glukozy, uwalnianej
w jelicie cienkim (szczegolnie w koncowym odcinku dwunastnicy i na poziomie jelita
czczego, czyli w proksymalnej czesci jelita cienkiego) z materialow paszowych [70].
Zwigkszona peroksydacja lipidow uposledza z kolei funkcje bton komodrkowych,
przez zmniejszenie ptynnosci tych bton, co powoduje zmiane aktywnosci enzymow
i receptorow zwigzanych z btonami [71]. Z kolei, zwigkszenie liczby nadtlenkow
lipidowych moze by¢ rowniez wynikiem zwigkszonej glikacji biatek, ktore moga
by¢ wolnymi rodnikami. W dwunastnicy ma miejsce najszybsza i1 najwicksza
przyswajalno$¢ ZEN — w granicach 80-90% pobranej dawki, co wymaga duzo energii
[24, 46, 72]. Trwajace procesy biotransformacji, czy tylko detoksykacji, na poziomie
enterocytu lub w watrobie oraz utrzymanie przyrostow masy ciala, moze thumaczy¢
spadek glukozy we krwi peryferyjnej, niedojrzatych ptciowo loszek, co przyspiesza
przeniesienie i wysycenie $cian jelita cienkiego, ktore przy tych wyzszych dawkach
trwa duzo kroce;j.

Stezenie biatka catkowitego we krwi zalezy od wielu czynnikéw [56], jak np.:

* od ilosci i jako$ci pobranej paszy;

* od ilosci obecnego w paszy bialka roslinnego i zwierzgcego;

* od stopnia wykorzystania pozyskiwanego biatka, czyli aktywno$ci wyspecja-
lizowanych tkanek (przyrosty);

* od stopnia utraty biatka przez uktad pokarmowy, moczowy, ptuca i skore.

Zearalenon, jak i jego katecholowe metabolity sa przyczynkiem do stymulacji
bezposredniej procesOw przemiany materii. Samym dzialaniem przypomina
stymulator wzrostu [73] z racji swych wiasciwosci estrogeno-podobnych [19, 74], ale
nie w wyniku kumulacji [7]. Efektem tego, jest:

* ustabilizowane zwigkszanie przyrostow masy ciala;

» zwickszenie wykorzystania biatka paszowego, co prowokuje wzrost wskaznika
de Ritisa, sugerujac zwigckszone zaangazowanie loszek w przyrosty masy ciata [67];
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» ale rowniez tendencja spadkowa stezenia biatka catkowitego w surowicy krwi
szczegolnie w dlugo trwajacych narazeniach [38].

Innym efektem, ktory nalezatoby bra¢ pod uwage podczas narazania organizmow
loszek niskimi dawkami mikotoksyn typu ZEN [38] jest efekt kompensacji [23],
poprzedzony obcigzeniem allostatycznym. Z badan witasnych [9] wynika, ze ma
miejsce nieznaczna hipoproteinemia, ktorej towarzyszy nieznaczna tendencja
wzrostowa badanego wskaznika. Towarzyszy temu jednak duza zmienno$¢ tego
wskaznika w roéznych terminach narazenia. Sg jednak kompatybilne w znacznym
stopniu z wartosciami glukozy, czy wskaznikiem De Ritisa.

Niskie wartosci ZEN, spelniaja réwniez role inhibitora absorpcji cholesterolu
w jelitach [9, 68]. Przedstawiona sytuacja moze sugerowac o:

* posredniej kontroli, nad uruchamianiem procesu sterydogenezy [75];

* niskocholesterolowej diecie [76];

» zdolno$ci anaboliczno-lipogenicznej z racji obecnosci komorek trzustki typu beta
o duzej pojemnosci [77];

» aktywnos$ci adaptogennej niskich warto§ci ZEN wraz ze stymulacja wzrostu
[68, 78].

Bardzo niskie wartosci ZEN prawdopodobnie sa czynnikiem obnizajacym wartosci
bilirubiny catkowitej we krwi. Z racji, ze bilirubina powstaje podczas rozpadu hemu,
przedostaje si¢ do osocza, a nastepnie z krwig wedruje do watroby, gdzie podlega
serii przemian. Mozna przypuszczac, ze trwajacy fizjologiczny rozpad krwinek, ulega
szybko ponownemu wykorzystaniu przez organizm loszek i stad tak niskie wartos$ci
[9,79], co potwierdza brak toczacych si¢ procesow chorobowych w watrobie.

Z kolei, fosfataza alkaliczna (ALP) odgrywa kluczowa role w utrzymywaniu
stosunku fosforanu do nieorganicznego pirofosforanu i tym samym reguluje zwapnienie
macierzy pozakomorkowej podczas tworzenia i wzrostu kosci [80]. Niskie dawki ZEN
zmniejszaja stopien aktywnos$ci swoistej ALP w tkankach [9], przez co zmniejszaja
kumulacje wewnatrzkomorkowa wapnia i lipidow [80, 81], co sprzyja wykorzystaniu
ich do celéw energetycznych.

W wigkszosci opublikowanych wynikow badan surowicy krwi [9, 49, 53] ma
miejsce spadek wartosci zelaza. Jest on spowodowany spowolnieniem jego transportu
z enterocytow do uktadu krazenia za posrednictwem ferroportyny, ktora jest $cisle
regulowana przez hepcydyne. Jako hormon regulacyjny, produkowany przez hepatocyty
w odpowiedzi na zmienne poziomy zelaza, ale takze w odpowiedzi na wzrost poziomu
prozapalnej cytokiny IL-6 we krwi [82]. Jest to wynik stanu zapalnego [38] $ciany
przewodu pokarmowego, w ktorym stwierdzano histologicznie zmiany, wskazujace na
toczacy sie miejscowo stan zapalny dwunastnicy i jelita czczego [62, 63]. Stwierdzano
w nich, w zrebie kosmkow 1 w przestrzeni miedzy kryptami, obecnos¢ tkanki tacznej
z naczyniami krwiono$nymi i komoérkami uktadu odpornosciowego — limfocytami,
plazmocytami i granulocytami kwasochtonnymi.

4. Morfologia krwi obwodowej

Zmiany w obrazie biatlokrwinkowym moga mie¢ miejsce w wyniku obecnosci
w paszy substancji niepozadanych typu ZEN [83]. Z zasady stwierdzano obnizenie
wartosci wskaznikow biatokrwinkowych, co wskazywaloby na brak pobudzenia
uktadu odpornosciowego. Z kolei Etim i wsp. [84] stawiaja hipotezg, ze ogolny
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uktad immunologiczny jest bardziej stymulowany czynnikami odzywczymi
i stresem dietetycznym niz stresem funkcjonalnym. W zaistniatej sytuacji nalezaloby
rowniez wzigé pod uwage wartosci eozynocytow, ktoérych procent wzrasta podczas
mikotoksykozy zearalenonowej. W zwiazku z tym, ZEN moze wywiera¢ dzialanie
alergizujace [19, 53, 85].

Z drugiej strony stwierdzano nieznaczny wzrost w udziale procentowym
limfocytow, jako tzw. wzgledna limfocytoze [9, 86], ktorej towarzyszyt spadek
udziatu neutrocytow. Z doniesien Wang i wsp. [74] wynika, ze pod wplywem
ZEN 1 reaktywnych form tlenu (ROS — reactive oxygen species), moze powstawac
NET, czyli zewnatrzkomorkowa pulapka neutrofili, ktéra miedzy innymi bierze
udzial w patofizjologii proceséw ,,autozapalnych”. Jak réwniez, podczas narazenia
ZEN, ma miejsce migracja limfocytow do tkanek, o fizjologicznie zwigkszonym
udziale receptorow estrogenowych. W efekcie, ma miejsce wzmozenie procesow
proliferacyjnych, z réwnoczesnym silniejszym wypelnieniem naczyn krwiono$nych
[20, 62, 87]. Przeciwstawne wyniki opublikowali Ren 1 wsp. [88], gdzie udoku-
mentowali apoptotyczne wtasciwosci ZEN wobec limfocytow, ale w hodowli in vitro,
gdzie komorki byty traktowane bardzo wysokimi stezeniami ZEN. W kilku pracach
udokumentowano fakt, spadku liczby limfocytoéw podczas narazenia ZEN. Dowodzi
to, o wptywie ZEN na mechanizmy adaptacyjne, w postaci odwracalnych zmian
morfo-funkcjonalnych miejscowego uktadu immunologicznego [20, 62, 86]. Jako
wynik, dwufazowej hormonalnej odpowiedzi na dawke [7].

Erytrocyty sa gtownym sktadnikiem morfotycznym krwi, szczego6lnie podatnym
na endogenne czynniki np. oksydacyjne. Wyposazone sg one w wydajne systemy
antyoksydacyjne, kluczowe w procesie odtruwania komorki z ROS, ktoére sg
wytwarzane w nadmiarze na zewnatrz lub wewnatrz erytrocytow [89]. Jak wynika
z badan Tatay i wsp. [90], ZEN ma silng aktywnos$¢ antyoksydacyjng [78] i jednym
z dziatan ubocznych mikoestrogenu, jest spadek liczby erytrocytow. Prawdopodobnie
ma to miejsce, w wyniku ,.konkurencyjnosci antyoksydacyjnej” [78]. Potwierdzaja
to réwniez, wyniki badan Jilani i Lang [91], w ktorych udokumentowano wyniki
ekspozycji ZEN na dojrzale erytrocyty ludzkie, czego wynikiem byta eryptoza. Jak
twierdzg ci sami autorzy, eryptoza moze mie¢ miejsce nawet przy niskich stezeniach
ZEN. Moze by¢ ona rowniez stymulowana w wyniku mechanistycznego wzrostu
wewnatrzkomorkowego Ca?* [92-94] stresem oksydacyjnym, spadkiem zasobow
energetycznych [95], czy w wyniku narazenia substancjami niepozadanymi jak np.
ZEN [9, 92]. Jednym z kontrargumentow jest fakt, ze ubytek zewnetrzkomokowego
Ca** moze rownoczes$nie thumi¢ efekt eryptotyczny [96]. Przedstawione sytuacje,
sa zwigzane z patogeneza niedokrwisto$ci czy zaburzeniami mikrokrgzeniowymi.
Te ostatnie maja miejsce w roéznych tkankach, podczas narazen ZEN i wyrazajg si¢
w formie licznych wynaczynien i obecnosci naczyn z rozszerzonym $wiattem [18, 87]
u dojrzewajacych zenskich organizmow ssakow.

Najwazniejsze wskazniki ptytkowe, ktore ocenia si¢ podczas badan morfologicznych
krwi to: ptytki krwi (PLT), $rednia objetos¢ plytki krwi (MPV) (jako wyznacznik
funkcji ptytek [97]) czy odsetek duzych ptytek (PLT Large). Z reguly podczas
narazenia ZEN, warto$ci PLT i PLT Large sa podwyzszone [9], z racji uczestnictwa
we wezesnych fazach regeneracji watroby [98]. Mechanizmy nie sa jednak znane.
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Watroba, jest jednak gtownym organem odpowiedzialnym za procesy biotransformacji.
Bardzo czgsto, towarzyszy temu falszywie obnizony udziat procentowy PLT Clumps
(pseudotrombocytopenia). Tego rodzaju sytuacje moga by¢ wynikiem niespetniania
wymogow laboratoryjnych, przez co zwicksza si¢ liczba artefaktow krwi [99].
Towarzyszy temu duza zmienno$¢ w wartosciach MPV. Tego rodzaju zmiennos$¢
»wyznacznika funkcji plytek” moze by¢ wynikiem:

* wzmozenia procesOw proliferacyjnych;

* oraz sytuacjg charakterystyczng dla mtodych organizmow dojrzewajacych [9]
bedacych w trakcie przyjmowania substancji stymulujacych [100].

5. Hormony sterydowe

Na obraz kliniczny, wptywa ilo$¢ i jako$¢ substancji egzogennych, o wtasciwosciach
hormono-podobnych [45] oraz kontrreakcja makroorganizmu, ktéra nie jest znana
[101]. Przykladem tego moze by¢ zearalenon powodujacy zaburzenia homeostazy
hormonalnej, ktory kwestionuje tradycyjne pojecia w toksykologii, a szczegodlnie
dogmat, ze ,,dawka czyni trucizng” [19, 102]. ZEN i jego metabolity (ZELs), wywoluja
okreslone odmienne zmiany homeostatyczne, podczas narazenia niskimi dawkami
[9-11].

W wielu badaniach z hormonami naturalnymi i EDs (endocrine disruptors —
substancje zaburzajace gospodarke hormonalng) dowiedziono, ze niskie dawki daja
niejednoznaczng odpowiedz (np. pro- lub przeciwzapalng [103]) oraz pobudzenie
lub wyhamowanie aktywnosci proliferacyjnej [104]. Przykladem tego jest rowniez
ZEN 1 jego metabolity [35, 62, 105]. Selektywne niskie dawki ZEN, oceniane przez
Rykaczewska i wsp. [36], w kazdym z przedzialdéw swych wartosci, potwierdzaty
stuszno$¢ zatozen, co do istoty wptywu tychze dawek, w réznych terminach narazenia,
na poziomy estradiolu (E2), progesteronu (P4) i testosteronu (T) w surowicy krwi
loszek. Szczegodlnie jest to istotne, podczas dtuzszego narazenia ZEN. Prawdopodobnie
ma miejsce hiperestrogenizm wywotany nadmiarem ZEN (zwiazku, ktéry nie ulegt
procesom biotransformacji lub zostat odzyskany po recyrkulacji watrobowo-jelitowej).
Ten tzw. wolny ZEN, moze by¢ wykorzystywany do okreslonych celow [19]. Jednym
z takich ,,celow”, jest bycie konkurencjg dla endogennego E2 Iub wspoétdecydowaniu
o jego podazy. Przyktadem jest fakt, ze nawet dawki MABEL, NOAEL i bardzo
niskie LOAEL, powoduja istotny wzrost wartosci stezen wywotujacych stany
hiperestrogenizmu czy ponadfizjologiczne poziomy hormonalne (supraphysiological
hormonal levels) [36, 37]. Jest to swoisty efekt kontrreakcji organizmu loszek
na obecno$¢ okreslonych dawek ZEN. W zwiazku z tym ,wolny ZEN” jest
przechwytywany przez receptory estrogenowe (ERs) w okreslonych tkankach (47),
przez co staje si¢ czynnikiem bodZzcowym do zmian aktywnosci ERs-6w. Zmiany te
nastgpuja poprzez przesuniecie w wielkosci stopnia ekspresji ERs-0w, a szczegolnie
ERB, w okreznicy, czemu towarzyszy wzrost ilosciowy mikrobioty jelitowej oraz
wzrost genotoksyczno$ci ZEN w dawkach NOAEL 1 niskich dawkach LOAEL [10,
11]. Jest to przyktad oceny wieloplaszczyznowej efektow aktywnosci ZEN i jego
metabolitéw, jako biomarkeréw mikotoksykozy.

Z wartosci stezen E2 we krwi obwodowej [36], jak 1 profilu metabolicznego loszek
[9] wynika, ze ,,wolny ZEN” jest przyczyna:

* zmiany przebiegu sterydogenezy (co potwierdzatoby, ze ZEN zmienia ekspresje
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enzyméw typu HSD na poziom pre-receptorowym odwrotnie proporcjonalnie do
wielkosci narazenia [17, 43]), czy konwersji T w E2;

* wzmozenia zerno$ci loszek i odktadania si¢ substancji energetycznych [9],
regulowanej homeostatycznie, by wspomoc pozniejszg prokreacje organizmu [106].

» Towarzyszy temu supresyjny wplyw ZEN na poziomy stezen P4 i T [107]. Jest
to bardzo istotne w przypadku chordéb autoimmunologicznych [41], ale co wazniejsze,
w procesie technologicznym produkcji wieprzowiny (przyczynia si¢ do hamowania
procesow dojrzewania loszek [108, 109]).

Analizujac stezenia P4 we krwi niedojrzalych ptciowo loszek [37], narazonych
roznymi dawkami ZEN, stwierdzano tendencj¢ wzrostowa w miar¢ trwania
doswiadczenia. Tak wiec, przedwczesny wzrost poziomu P4, moglby podwyzszaé
receptywnos$¢ endometrium (co jest niekorzystne), w wyniku obecnych zmian morfo-
metrycznych w uktadzie rozrodczym [108]. Przedstawione sugestie i spostrzezenia
dowodza, ze obecnos¢ ZEN w paszy w wartosciach MABEL i NOAEL jest czynnikiem
powodujacym wystgpienie ponadfizjologicznych poziomdéw hormonalnych [37],
aprzez to deprecjonujagcym synteze P4, ale w organizmie niedojrzatych piciowo loszek,
przed pierwsza ruja. To znaczy, ze przy dwoéch najnizszych wartosciach narazenia
(MABEL i NOAEL), ma miejsce hamujacy wptyw P4 na wytwarzanie przeciwciat,
zwlaszcza tych, ktore sg asymetrycznie glikozylowane, a zatem niezdolnych do
wyzwalania immunologicznych mechanizméw efektorowych [41]. Zaistniata
sytuacja moze wynika¢ z faktu, ze zar6wno hormony endogenne, jak i ZEN jako
EDs [30], wykazuja aktywno$¢ hormonalng, poprzez przytaczania si¢ do jadrowych
receptorow hormonalnych (swego rodzaju rywalizacja). W efekcie moga wywotywac
nieoczekiwane skutki [92], jak np.: podwyzszenie udziatu Ca?* w mitochondriach, czy
destrukcje mitochondriow.

Trzecim, bardzo interesujgcym hormonem sterydowym, jest testosteron (T) [36].
Endogenny T, odgrywa kluczowa role w zdrowiu samic, poprzez: bezposrednie
dziatanie androgenne lub w wyniku konwersji w E2 [110]. Jest to hormon, ktory
ma znany rytm dobowy [111]. Jego stezenie we krwi samic, zalezy od fazy cyklu
plciowego oraz od sily i czasu trwania czynnika stresujgcego [112]. Testosteron jest
waznym regulatorem:

* zréznicowania ptciowego;

* masy mig¢$niowej i kostnej;

* procesOéw erytropoetycznych i metabolicznych.

Testosteron moze wywieraé swoje dzialanie biologiczne bezposrednio lub
posrednio np. poprzez konwersje w E2 [113]. Poréwnujac wartosci stezen T we krwi
niedojrzatych ptciowo loszek [36], z wielko$ciami przyrostow masy ciata tych zwierzat
[9], zauwazono korelacj¢ wprost proporcjonalng. Wynika réwniez, ze zapotrzebowanie
fizjologiczne mtodego organizmu loszki, ktore jest duzo wigksze niz mozliwosci
endogennego T, ratuje ,,wolny ZEN”, np. poprzez zmiang ekspresji enzymoéw typu
HSD [17]. Rodzi si¢ natomiast inne pytanie — dlaczego w trzecim tygodniu narazenia
ZEN, ma miejsce, state wysokie stezenie T u badanych niedojrzatych ptciowo loszek?
Jest to pytanie na ktére brak jest odpowiedzi. Z sugestii van Anders i wsp. [114]
wynika, ze rowniez walki hierarchiczne (konkurencja) i przyktady behawioralne, takie
jak podtrzymywanie wtadzy i okreslonego statusu w stadzie, zalezg od poziomu T,
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bez wzgledu na pte¢. Nie potwierdzajg tego Kanakis i wsp. [111] oraz White i wsp.
[112], w odniesieniu do organizméw dojrzewajacych (niedojrzatych piciowo loszek),
ze wartosci stezen E2 zalezg od stopnia wzmozenia konwersji T w E2.

6. Zmiennos¢ mikrobioty jelitowej

Mikrobiota jelitowa w sposob bardzo istotny wptywa na zdrowie gospodarza.
Najczesciej poprzez procesy trawienne, anomalie odpornosciowe, antagonizmy
biologiczne 1 procesy dojrzewania. Czynniki wewnatrz- lub zewnatrzpochodne, czy
sam organizm moga powodowac¢ zmiany iloSciowe Iub jakosciowe mikrobitu
jelitowego, co moze prowadzi¢ do okreslonych standw chorobowych [115] (rys. 3).

Iitowo-mézgowa

Zywienie zwierzat

Fizjologia
Weglowodany
i bialka by pass

Immunologia

d'rawienie

I
wehianianie

Rysunek 3. Wielokierunkowo$¢ aktywnos$ci mikrobioty jelitowej

Bardzo mata liczba prac przedstawia problemy mikrobioty jelitowej podczas
narazenia niskimi dawkami ZEN [4, 10, 14, 116]. Zearalenon, swa aktywnos¢ moze
demonstrowac juz na poziomie opuszki dwunastnicy, ktora jest proksymalng czgscia
narzadu, a konczy si¢ przed brodawka dwunastnicy wicksza. W opuszce dwunastnicy
panuja warunki podobne jak w zotadku, co ma miejsce z racji szczegolnego doptywu
krwi [117]. Tres¢ pokarmowa ma tendencje do stagnacji w tym regionie, z racji
niedorozwoju ukladu migsniowego u tak miodych loszek. Wyrazem wplywow
zotadkowych jest stan mikrobioty, ktory jest ubogi. Dotyczy to mikrobotow typu
Escherichia coli czy Enterococcus faecalis. Sa to bakterie wszgdobylskie, a ich
powszechnos¢ wystepowania w przewodzie pokarmowym jest ogdlnie znana, choéby
z faktu tzw. odpowiedzialnosci za utrzymanie rownowagi jelitowej [ 118], z wyjatkiem
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niektorych patogennych szczepow [119]. Obraz zmienno$ci w przypadku E. coli
i E. faecalis dokumentuje, ze przebieg mikotoksykozy przy roznych dawkach narazenia
ZEN jest bardzo niski.

Z kolei, trzecia czgs¢ dwunastnicy, jest najkrotszym odcinkiem jelita cienkiego.
Tam, nastepuje kontakt paszy nasgczonej wydzieling zotadkowa, z zotcig i enzymami
trawiennymi. Z racji tej, odcinek ten jest determinantem réznorodnosci mikrobioty
w dalszych czeséciach przewodu pokarmowego [117]. Z tego powodu, dieta (a w tym
obecnos¢ substancji niepozadanej, jaka jest ZEN [1]) determinuje réznorodnosé
funkcjonalng mikrobiomu w trzeciej czesci dwunastnicy [10]. Z bardzo skromne;j
liczby dostepnych publikacji wynika, ze ma miejsce ogolny, spadek liczby log CFU/g
[116], podczas narazania ZEN w dawkach NOAEL, jak i przy niskiej dawce LOAEL
[10]. Przedstawiona sytuacja, do ztludzenia przypomina konsekwencje stosowania
antybiotykow jako stymulatorow wzrostu u $swin [120]. Te subterapeutyczne dawki
antybiotykow dawaty podobne zmiany w ekosystemie jelit [121], jak podawanie
ZEN w dawkach NOAEL. Z kolei dawka MABEL powoduje ilosciowy wzrost liczby
kolonii bakterii saprofitycznych [10] przez co, moga konkurencyjnie hamowac adhezje
do nabtonka jelit mikrobiotow patogennych. W zwigzku z tym rodzi si¢ pytanie, czy
niska dawka ZEN moze by¢ czynnikiem eubiotycznym [122]? Chyba tak, poniewaz po
trzytygodniowym narazeniu dawka MABEL, we krwi stwierdzano gléwnie obecnosé
B-zearalenolu [36], a wigc metabolitu, o mniejszej aktywnosci metabolicznej 1 braku
aktywnosci toksycznej u $win [19].

Niskie dawki narazenia w jelicie czczym powoduja sytuacje podobna, szczegdlnie
w przypadku E. coli. Wynika z tego, ze dlugotrwate narazenie, nawet niskimi dawkami
LOAEL lub NOAEL, powoduje do$¢ istotne zmiany, typu brak lub spadek liczby
kolonii, co potwierdza Piotrowska i wsp. [4], podczas narazenia ZEN w stezeniu 40 ug/
kg mc. Jedynie dawka MABEL, nie powodowata zmian ilo$ciowych. To znaczytoby,
ze ZEN w wyzszych dawkach przypuszczalnie jest, substancja bakteriostatyczng lub
bakteriobojcza [122], a w najnizszej jest substancja stymulujaca [19]. U niedojrzatych
plciowo loszek z hipoestrogenizmem, ZEN prawdopodobnie jest wykorzystywany
w procesie sterydogenezy. Poczatkowo nie, ale w miar¢ trwania narazenia
(np. w wyniku wysycenia receptorow estrogenowych) ulega biotransformacji,
w przewazajacej czesci do B-ZEL [36]. Powstajacy B-ZEL[1, 8, 38, 123], nie wykazuje
aktywnosci toksycznej, ma mniejsza aktywno$¢ metaboliczng [9] i silnie modyfikuje
integralnos¢ jelitowa, odwrotnie-proporcjonalnie do czasu trwania narazenia [38].
Mozna jedynie dywagowaé, ze to poczatkowe wzmozenie integralnosci jelit (do
szOstego dnia narazenia), z pozniejszym stopniowym slabnigciem pod wpltywem
ZEN, moze wspomagac procesy przenikania bakterii przez $ciany jelit z negatywnym
skutkiem koncowym. Rownoczesnie towarzyszy temu wzrost liczby kolonii bakterii
saprofitycznych.

W pozostatych dwoch odcinkach, czyli w katnicy i w okr¢znicy zstepujacej,
liczba kolonii mikrobioty typu E. coli czy E. faecalis sa zdecydowanie wyzsza [10,
14]. Wynika z tego, ze ZEN wptywa posrednio wobec tych dwoch mikrobiotéw
jelitowych Zgodnie z argumentacjg Youssef i Kamphues [124], ma miejsce wzrost
proceséw fermentacyjnych, co wzmaga kwasowos¢ tresci okreznicy. Katnica jest
miejscem, gdzie u mlodych loszek kumuluja sie czynniki dysfunkcji jelit [121].
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Jednym z nich jest skrobia odpornosciowa (RS — resistant starch). Jest to rodzaj
skrobi opornej na trawienie enzymatyczne w proksymalnych odcinkach przewodu
pokarmowego. Przenoszona do dystalnych odcinkéw jelit, moze by¢ fermentowana
przez rezydujace mikrobioty[118]. Mikrobiologiczna fermentacja RS (m.in.: przez
Enterobacterium spp. 1 inne) prowadzi do produkcji krotkotancuchowych kwasow
thuszczowych (SCFA — short chain fatty acids). Krotkotancuchowe kwasy ttuszczowe
powoduja wzrost i proliferacje komorek jelita slepego, zwigkszenie ekspresji genow
zaangazowanych w rozwoj jelit i tworzenie kwasnego $rodowiska. Kwasne pH
hamuje wzrost patogenow, jednoczesnie selektywnie promujac wzrost pozytecznych
mikroorganizméw. Tak wiec, RS poprawia efekty zdrowotne i funkcjonowanie jelit
poprzez modyfikacje oraz stabilizacje populacji drobnoustrojow jelitowych a takze
poprawe stanu immunologicznego gospodarza [125]. Z kolei, towarzyszaca zaistnialej
sytuacji mikotoksykoza zearalenonowa stymuluje procesy produkcji SCFA [120].
Przedstawione sugestic majg swoj wyraz w warto$ciach logarytmicznych, gdzie
nie stwierdza si¢ obecnosci bakterii z rodzajéw Citrobacter, Salmonella, Klebsiella
i Yersinia lub niektorych gronkowcow koagulazo-ujemnych Coagulase-negative
staphylococci (CNS) [10]. Z kolei, E. coli czy E. faecalis, nie reaguja na zaistniala
sytuacje, poniewaz obie te bakterie maja mniejsze znaczenie fizjologiczne w procesie
fermentacji [126]. Brak Coagulase-negative staphylococci, moze by¢ wynikiem
toczacych si¢ réwnolegle proceséw fermentacyjnych w katnicy [118] i trwajacej
mikotoksykozy, co réwniez potwierdzaja wyniki analiz réznic migedzy terminami
badan innych drobnoustrojéw. Powstaje swego rodzaju obrét zamkniety polegajacy
na spadku liczby mikroorganizméw spowodowany obecno$cig ZEN, w wyniku czego
ma miejsce obnizenie liczby SPCA, co z kolei przyczynia si¢ do zachwiania proceséw
eubiozy w katnicy [11, 124]. W badaniach laboratoryjnych czesto si¢ zdarza, brak
obecnosci tego rodzaju patogenow [127, 128]. W przypadku beztlenowych laseczek
Clostridium difficile trwajaca mikotoksykoza zearalenonowa jest stanem sprzyjajagcym
(stymulujacym) do rozwoju tej bakterii, proporcjonalnie do dawki ZEN. Z racji zmian
dysbiotycznych, w wyniku narazenia ZEN w katnicy, a szczegodlnie mikrobioty
oportunistycznej typu C. difficile, mozna postawi¢ hipoteze, ze ZEN w niskich dawkach
LOAELi1NOAEL sprzyja wystapieniu zmian patologicznych, w stanach subklinicznych
[129, 130]. Szczep ten przyczynia si¢ do wystgpowania standow zapalnych jelit [131]
u prosiat oraz warchlakow, powodujac okreslone straty w hodowlach komercyjnych
[10, 132, 133]. Potwierdzaja to wyniki badan metabolomicznych [9], podczas ktorych
stwierdzono, ze w pierwszym okresie narazenia ma miejsce pobudzenie organizmu
loszek, ktory to stan, w miarg uptywu czasu, jest niwelowany w wyniku kompensacji
czy uruchomienia mechanizmow adaptacyjnych.

W czg$ci zstgpujacej okreznicy, w miar¢ trwania narazenia ZEN, liczba
komoérek mikrobioty jelitowej ma tendencje spadkowa, tak w wypadku E. coli, jak
i CNS [10]. Jest to sytuacja identyczna z wynikami wspomnianego mikrobiomu
w katnicy. Spadek wartosci logarytmicznej mikrobioty dowodzi w sposob posredni,
ze mozliwos¢ fizjologicznego rozprzestrzeniania si¢ gronkowcoOw z udziatem ZEN
zanika [134]. Na drodze ekstrapolacji, mozna jedynie sugerowaé, ze aktywno$¢
biologiczna wobec tresci pokarmowej jest podobna do sytuacji w katnicy. Po pierwsze,
w dalszym ciaggu ma miejsce mikrobiologiczna fermentacja RS [118], co prowadzi
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do produkcji SCFA oraz do proliferacji komodrek, zakwaszenia srodowiska i innych
sugerowanych wczesniej korzysci [125]. Prawdopodobnie, w to wszystko wiacza
si¢, aktywnos¢ bakteriostatyczna ZEN [120]. Z kolei fizjologiczny hipoestrogenizm
loszek oraz toczacych si¢ procesow biotransformacji ZEN, powoduje duzo p6zniejsze
docieranie ZEN do dystalnych odcinkéw jelit [46], w wartosciach istotnych wobec
drobnoustrojow tam obecnych. Podobnie jak w katnicy, powstaje swego rodzaju obrot
zamknigty. Polega on na spadku warto$ci logarytmicznych mikrobiomu spowodowany
ZEN, co zmniejsza liczbe SPCA. To z kolei przyczynia si¢ do zachwiania proceséw
eubiozy [124, 135], tym razem w okreznicy zstgpujacej. Stopien dysbiozy jest jednak
nieznaczny lub wrgcz niezauwazalny z dwoch powodow: z racji braku jakichkolwiek
objawow klinicznych oraz krotkiego czasu trwania narazenia niskimi dawkami ZEN.

Trwajaca mikotoksykoza zearalenonowa stymuluje rozwdj C. difficile proporcjo-
nalnie nawet w przypadku niskich dawek ZEN [116]. Pamigtajac, ze jest to szczep
oportunistyczny, to z najnowszych doniesien [133] wynika, Zze w sytuacjach
niesprzyjajacych moze by¢ przyczyna stanow zapalnych jelit w hodowlach
komercyjnych, u urodzonych prosigt oraz w okresie tuczu wstepnego, powodujac
okreslone straty [132]. Mozliwe, ze dawki ZEN w wartosciach NOAL i niskich
dawkach LOAEL, sa inhibitorami ekspresji mRNA obu syntaz tlenku azotu, czyli
ma miejsce wstrzymanie procesow zapalnych w przewodzie pokarmowym, co moze
by¢ czynnikiem promujacym rozwoj niektérych mikroorganizméw jelitowych [51].
Wynika, ze podczas NOAEL-owej i niskodawkowej LOAEL-owej mikotoksykozy
zearalenonowej ma miejsce kompromis, pomigdzy:

» uzyteczng” (zwigkszona przepuszczalno$¢ scian jelit) funkcja bariery jelitowej
[64] w wyniku zwigkszonego udziatu B-ZEL;

* syntezg korzystnych sktadnikéw odzywczych i biatek;

* poprawionym poborem energii ze skladnikow diety o niskim potencjale
wewnetrznym (RS) — a ,,szkodliwymi” skutkami zapalenia i1 subklinicznymi
patologiami [136].

Z dostepnych opracowan wynika, ze w okreznicy ma miejsce zwickszona
aktywno$¢ zyciowa poszczegolnych szczepow bakteryjnych, ale w réznych terminach
narazenia [10, 116]. W przypadku E. coli i E. faecalis stwierdzono ja w pierwszych
dniach narazenia, zas w przypadku C. difficile dopiero po kilkunastu dniach [10].
Wynika to prawdopodobnie z faktu, ze ZEN w swej biologicznej (toksykologicznej)
aktywnosci, jako substancja niepozadana, osigga swe apogeum wysycenia tkanek jelit,
w pierwszych kilku dniach narazenia [46]. W kolejnych terminach prawdopodobnie
zaczyna dominowaé proces ,,niedostrzegania obecnosci ZEN” na zasadzie tolerancji
pokarmowej [130] i braku reakcji ze strony uktadu pokarmowego, co czeSciowo
dowodzi ta réznorodno$¢ funkcjonalna mikrobioty jelitowej [19]. W przypadku
CNS, przebieg procesu zmiennosci miedzy oboma badanymi odcinkami dwunastnicy
a katnicg i okreznica zstepujaca, byt podobny jak w dwdch poprzednich mikrobiotach
[10]. Z indeksu dysbiozy mikrobioty wynikato [10], ze dawka MABEL jest najblizej
jednosci (eubioza), a w pierwszych trzech odcinkach jelit, znacznie je przekracza.
Stwierdzono, ze dawka MABEL dziata stymulujgco na oceniane mikrobioty, czego nie
stwierdzano przy wyzszych dawkach narazenia [10]. Przedstawiona sytuacja koreluje
z paradygmatem hormezy [7], czyli zmiennos¢ akcji zaleznie od dawki.
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Po trzytygodniowym narazeniu ZEN, procesy interakcji z E. coli i E. faecalis
przebiegaly znacznie tagodniej [ 10]. Stwierdzono rowniez réznice mi¢dzy pierwszymi
trzema odcinkami jelit (jelito cienkie) a dwoma koncowymi (jelito grube). W przypadku
E. coli nastapit wzrost wartosci indeksu dysbiozy, co mogloby mie¢ miejsce podczas
»wstepnej” fermentacji weglowodanow [128]. Uplyw czasu powodowal jednak
spadek wartosci indeksu dysbiozy w przypadku E. faecalis, do wartosci ponizej 1.
Odnosnie C. difficile to, wyzsze dawki byly czynnikiem stymulujagcym namnazanie si¢
tej bakterii. Przedstawiony efekt jest przeciwstawny, wobec wynikow prezentowanych
przez innych autorow stosujacych parokrotnie wyzsze dawki ZEN [116]. Z obserwacji
Cieplinskiej i wsp. [10] wynika, ze niskie dawki ZEN, a szczegdlnie na poziomach
NOAEL i mniejszym, dziatajg antybiotyko-podobnie [121, 137]. To znaczy, ze wysokie
dawki ZEN, dzialaja toksycznie. Niskie dawki, dziataja stymulujaco na rozwdj nie
tylko makroorganizmu (prawdopodobnie z racji wickszego udzialu B-ZEL), ale
gldwnie na mikroorganizmy ktore ,,nie dostrzegaja” jego obecnosci [68].

Podczas dlugoterminowego narazenia [10], réznice funkcjonalnej mikrobiomu
stwierdzono jedynie u trzech z nich — E. coli, E. faecalis oraz C. difficile. Inny
przebieg funkcjonalny miat miejsce przy dawce MABEL. Ta odrebnos¢ polegata na
tym, ze w opuszce dwunastnicy wartosci log CFU/g byly wyzsze, tak w przypadku
rownoleglych termindéw narazenia, jak i wartoSci we wczesniejszych terminach.
Odnoénie E. faecalis, forma przebiegu roznorodnosci funkcjonalnej tego rodzaju byta
niemal identyczna. Réznice aktywnosci funkcjonalnej dotycza roznic, w dawkach
narazenia miedzy wartosciami w jelicie cienkim a jelicie grubym. W przypadku
C. difficile stwierdzono ich obecno$¢ juz w opuszce dwunastnicy przy braku ich
w grupie kontrolnej. Zaistniata sytuacja, byta prawdopodobnie wynikiem wzmozone;j
miejscowej fermentacji bakteryjnej [126].

7. Zmiennos¢ mykobioty jelitowej

Z przegladu dostepnego pismiennictwa wynika, ze prace nad charakterystyka
mykobioty u zwierzat sg ograniczone. Do tej pory badania, ktére dotyczyty
scharakteryzowania flory grzybiczej, koncentrowaty si¢ na przewodzie pokarmowym
[138], ale czgsci dystalnej. Podobnie jak w badaniach mikrobioty, réznorodnosé
mykobioty jelitowej r6zni si¢ znacznie, w zaleznosci od miejsca jej wystepowania.
Najczesciej stwierdza si¢ obecnos¢ Candida spp. 1 Fusarium spp. Co ciekawe, wykazano, ze
ilos¢ i rodzaj grzybdw obecnych w okreslonej przestrzeni anatomicznej jest zmienna [4, 10].

Z badan Cieplinskiej i wsp. [10] wynika, ze po 42-dniowym okresie narazenia ZEN,
w dystalnych odcinkach jelit toksyna dziata sprzyjajaco na obecno$¢ drozdzakow
w jelicie grubym. Jest to sytuacja niekorzystna dla makroorganizmu. Wynika to z faktu,
ze mamiejsce ujemna korelacja z dietg bogata w aminokwasy, kwasy tluszczowe i biatka
[138]. Podobnie niskie wartosci stwierdzono w przypadku Fusarium spp., rowniez po
kilkudniowym narazeniu ZEN i tez w dystalnych odcinkach jelit.

Roéwnolegle dokonano oceny [10] stopnia skolonizowania jelit przez mykobioteg,
jakim jest Fusarium spp. Stwierdzono, ze to przy dawce NOAEL i niskiej dawce
LOAEL, w miar¢ przesuwania si¢ tresci pokarmowej, nastgpowat wzrost wartosci
logarytmicznej Fusarium spp., od 0 do 12 jednostek (interakcja synergistyczna).
W przypadku dawki MABEL, w zasadzie nie stwierdzano obecnosci tych grzybow,
podobnie jak w grupie C.
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8. Genotoksycznos¢

Z jednej strony, katnica jest miejscem, gdzie u miodych loszek kumulujg si¢
przyczyny dysfunkcji jelit [121]. Z drugiej strony, ZEN i jego metabolity (a-
i B-zearalenol), legitymuja si¢ aktywnoscia podobng do endogennych estrogenow. Te
ostatnie, sag powszechnie uznawane za czynniki ryzyka raka wybranych odcinkow jelit
[139], piersi [140], macicy [8] i innych docelowych narzadow estrogeno-wrazliwych,
z racji wielokierunkowych wlasciwosci tychze sterydow [141], czy zwiazkéw
chemicznych sterydopodobnych [19]. Coraz wigcej wynikow badan wskazuje, ze
metabolity katecholowe E2/E1 sg stabymi genotoksynami, przyczyniajac si¢ do
efektu nowotworowego poprzez tworzenie chinonéw, ktore generuja addukty DNA
[142]. W przypadku mikoestrogenu, jakim jest ZEN i gtownych jego metabolitow
stwierdzono, ze tworzenie katecholi jest gtownym szlakiem metabolicznym ZEN
u wielu gatunkéw ssakéw [11, 143], w tym ludzi [90]. Stad mozna przypuszczac,
ze nawet w niewielkich dawkach ZEN moze by¢ czynnikiem genotoksycznym, np.
w tresci katniczej (caecal water) [3, 11, 73, 144].

Selektywne dawki ZEN, zastosowane w jednym z doswiadczen [11], w kazdym
z przedzialow swych wartosci (MABEL, NOAEL iniska dawka LOAEL), potwierdzity
stusznos¢ zatozen, co do istoty warto$ci dawki narazenia. Dowodem na tego rodzaju
stwierdzenie, byl wzrost genotoksycznos$ci w miar¢ trwania narazenia proporcjonalnie
do stezenia mikotoksyny. Z tym, ze procent udziatlu DNA w ogonie i rozktad komorek
LLC-PK1 (porcine kidney epithelial cell line) przy dawce MABEL, w ogonie komety,
byl bardzo maly i zbiezny z grupa kontrolng. W efekcie postawiono tezg, o braku
genotoksycznosci przy dawce MABEL [11].

Wspolezynniki korelacji r-Pearsona, czyli stosunek procentowy udziatu komoérek
z uszkodzonym DNA do procentu uszkodzen DNA w komorce, uktadat si¢ podobnie
[11]. Poczatkowo, warto$¢ wspolczynnika korelacji przy dawce MABEL byt tozsamy
z grupg kontrolna. Potwierdza to hipoteze niedostrzeganiu przez organizm obecnos¢
ZEN 1 jego metabolitow (jak w teorii limfocytow T-regs, polegajacej na braku reakcji
limfocytow T regulatorowych, w sytuacji przedostania si¢ do organizmu, matej liczby
czynnikow zakaznych [21]). ,,Dostrzezenie” nastgpito dopiero w sibdmym tygodniu
narazenia. Prawdopodobnie, zaproponowana dawka MABEL znalazla si¢ w obrgbie,
tzw. wartosci granicznej [73, 145]. Réwnolegle, organizm niedojrzatych ptciowo
loszek, ma duzy popyt na estrogeny [19]. W zwiazku z tym, mikoestrogen, zostat
prawdopodobnie ,,wykorzystany” do potrzeb wtasnych organizmu loszek, czyli spetnit
tzw. dziatanie ochronno/uzupetniajace. Jak rowniez, nalezatoby mie¢ na uwadze fakt,
zwigkszonego udziatu B-ZEL wsrod powstatych metabolitow, ktéry wykazuje sie
mniejszg toksycznoscia [38].

Uzyskane wartosci wspodtczynnika korelacji r-Pearsona [11], w poczatkowym
okresie narazenia, przy wyzszych dawkach ZEN, wskazaly na sytuacje odmienna,
czyli hiperestrogenizm (estrogen endogenny + ,,wolny” ZEN). Stan ten powodowat,
zwigkszony udzial komet, o duzo dluzszych ogonach i matych glowach. Wynika
z tego, ze juz dawka NOAEL indukuje genotoksycznos$¢ tresci katniczej, ktora jest
poprzedzana uszkodzeniami oksydacyjnymi oraz dysfunkcjg wrzeciona mitotycznego
[142]. Sprawdzane w tresci katniczej dawki NOAEL i niskie dawki LOAEL, sa
warto§ciami genotoksycznymi, lecz o umiarkowanym wspotczynniku korelacji
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i z tendencja spadkowa [11]. Rowniez histogramy rozkladu endogennych uszkodzen
DNA w tresci katniczej u loszek narazonych ZEN w dawkach MABEL, NOAEL
i niskiej dawce LOAEL rdéznig sie.

Procesy genotoksyczne w tresci katniczej, przy wyzszych dawkach sg poczatkowo
silniej wyrazone 1 moga prowokowac¢ nawet objawy kliniczne [3]. W dluzszych
terminach narazenia procesy genotoksyczne sg w dalszym ciagu duzo stabiej wyrazone
przy MABEL. Sytuacja ta moze by¢ wynikiem przenoszeniem ZEN do innych tkanek
niz jelito [46], uruchomieniem procesow biotransformacji typu detoksykacyjnego
przez makroorganizm [36], przesuni¢ciem ilosciowym mikrobioty jelitowej do
koncowych odcinkow czesci dystalnej jelit [4, 10], ale rowniez w wyniku konwersji
zmodyfikowanych mikotoksyn, do wolnej formy w jelicie grubym [8].

9. Przyrosty

Z badan Marin i wsp. [55] wynika, ze ZEN nie wptywa na mas¢ ciata, $redni
dzienny przyrost czy zerno$¢ §win. Inni badacze dowodza przeciwnie, ze ZEN ma
wplyw na przyrosty masy ciata [19, 49, 58, 146] lub wybranych tkanek [108, 147]
zwierzat pobierajacych pasze zanieczyszczong tg mikotoksyna [56]. Wiekszo$¢ z nich
uznaje, ze zdrowy przewdd pokarmowy gwarantuje dobrostan i zdrowie tak u zwierzat,
jak 1 u ludzi [19]. W zdrowym przewodzie pokarmowym mtodych niedojrzatych
ptciowo organizmow, dominujg aktywne komorki i tkanki o duzych mozliwosciach
obrotu metabolicznego biatka [24, 56]. Wzmozenie procesoOw metabolicznych,
udokumentowane w réznych pracach [19, 49, 56] potwierdzily sugestie, ze substancje
endo- i egzogenne o wlasciwosciach estrogeno-podobnych, w matych dawkach sa
czynnikiem stymulujacym procesy proliferacji [68, 120]. Efektem narazania loszek
niskimi dawkami ZEN, jest jego bezposredni kontakt z blong sluzowa jelit po pobraniu
pasz przez zwierzeta [64, 148], stad tempo wzrostu zwierzat doswiadczalnych byto
wigksze. Stwierdzono, ze wzrost przyrostow masy ciata mial miejsce glownie
po 28 dniach narazenia. Warto$ci przyrostow masy ciata uzyskiwane w grupach
doswiadczalnych byly jednak jednostajnie wyzsze, co potwierdzaloby znaczenie
efektu malych dawek ZEN [7, 9, 49] — substancji niepozadanej o wtasciwosciach
sterydo-podobnych, stymulujacej przyrosty masy ciata niedojrzatych piciowo loszek.

10. Podsumowanie

W  przedstawionym opracowaniu probowano udokumentowaé, ze wiedza
o wplywie bardzo niskich dawek ZEN 1 jego metabolitdw na organizmy ssakow in
vivo, jest w zasadzie zroznicowana i mato znana. Odpowiedz niedojrzatych ptciowo
loszek narazonych niskimi dawkami ZEN, przebiega odmiennie. Jednym z pierwszych
biomarkeréw, moglby by¢ wynik stosunku ilosciowego o-ZEL do B-ZEL, gdzie
dominatem jest B-ZEL. Jest to sytuacja odmienna, w porownaniu z innymi przedziatami
wiekowymi samic. Efekt tego jest wieloznaczny, poniewaz -ZEL przyczynia si¢ do
pewnego zwigkszania przyrostOw masy ciala, ale rownoczes$nie spowalnia dojrzewanie
piciowe niedojrzatych ptciowo loszek. Poczatkowo ma miejsce bardzo niski poziom
ZEN i brak metabolitow w surowicy krwi (szczegdlnie przy dawce MABEL), co
potwierdza duze fizjologiczne zapotrzebowanie ich organizmu na egzogenne substancje
estrogeno-podobne. Substancje te, sg maksymalnie wykorzystane przez nie. Nadmiar
przy wyzszych dawkach powoduje wystgpowanie tzw. wolnego ZEN, ktory spetnia
inng, nie zawsze pozytywna rolg. Proporcjonalnie do dawki ZEN, wzrasta poziom E2
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i,,wolnego ZEN”. Duetten, wptywasupresyjniena wartoscistezen P41 T. Rownoczesnie,
z wynikow profilu metabolicznego wynika, ze ma miejsce wzmozona utrata energii
i biatka (jako wynik pobudzenia), co sugeruje o efektywniejszym wykorzystaniu paszy
1 zaangazowaniu w procesy biotransformacyjno-detoksykacyjne. Zmiany aktywnosci
profilu metabolicznego maja przebieg falowy. W pierwszym okresie narazenia, jest
on dos$¢ wysoki co moze wynika¢ rowniez z efektu kompensacji. Po nim ma miejsce
uruchomienie mechanizméw adaptacyjnych (tonizujacych), z powodu trwajacych
w dalszym ciggu proces6w energochtonnych. Moze rowniez, by¢ prowokowana przez
zwigkszenie udziatu B-ZEL, w koncowym procesie biotransformacji. Metabolit ten,
sam nie jest toksyczny, ale wspomaga procesy metaboliczne oraz w pierwszym okresie
narazenia przyczynia si¢ do wzrostu warto$ci przeznabtonkowego oporu elektrycznego
(TER — trans-epithelial electric resistance) uszczelniajac jelita, a w pdzniejszych
terminach poziom TER jednoznacznie spada. Towarzyszy temu przesunigcie ilosciowe
mikrobiomu do czgsci dystalnej jelit. Oba te stany, sprowokowane przez ZEN 1 jego
metabolity przyczyniajg si¢ do lepszego wchtaniania substancji odzywczych w czesci
proksymalnej a procesy fermentacyjne wraz z odzywczymi w czgsci dystalne;j.
W sytuacji zachwiania rownowagi (terminu ,,szczelnosci” jelit 1 przesuni¢¢ mikrobiotu
jelitowego do czgsci dystanej), moze wywotac¢ dysbioze jelitowa. Ponadto, ZEN jest
genotoksyczny, z jednym wyjatkiem. Tym wyjatkiem jest dawka MABEL, gdzie
genotoksycznos¢ jest na tym samym poziomie, jak u niedojrzatych ptciowo loszek
nienarazanych ZEN.

11. Whnioski

Przedstawione wyniki, wybranych badan diagnostycznych (jak np., poziom B-ZEL,
poziom biatek i zwiazkdéw energetycznych w surowicy krwi, czy poziomy wybranych
hormonéw sterydowych), moga by¢ sugerowane jako biomarkery niskodawkowe;j
dlugotrwatej mikotoksykozy zearalenonowej u niedojrzatych plciowo loszek,
w ramach precyzyjnej medycyny weterynaryjne;.

Ponadto, rodzi si¢ pytanie — czy eliminowacé lub detoksykowaé ziarna zboz,
wykorzystywanych do produkcji pasz, ale zanieczyszczonych tak niskimi dawkami
ZEN? Prawdopodobnie, korzystniej byloby zostawi¢ t¢ mikotoksyne traktujac ja jako,
naturalny czynniki wchodzacy w pozytywng interakcje z organizmem niedojrzatych
ptciowo loszek.
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Komplementarno$¢ badan niskodawkowej mikotoksykozy zearalenonowej
na wybrane wskazniki zdrowotne niedojrzalych plciowo loszek

Streszczenie

Swiadomo$é o wplywie bardzo niskich dawek zearalenonu i jego metabolitéw na organizmy ssakow in
vivo jest mata. Odpowiedz organizmu narazonych niedojrzatych plciowo loszek przebiega odmiennie.
Jednym z pierwszych biomarkerow, moéglby by¢ B-ZEL, ktory przyczynia si¢ do nieznacznego
zwigkszania przyrostow masy ciata, ale rdéwnoczes$nie spowalnia dojrzewanie ptciowe prepubertal
gilts i zmienia stopien przyswajalnosci substancji odzywczych. Poczatkowo ma miejsce bardzo niski
poziom ZEN i brak metabolitow w surowicy krwi (szczegélnie przy dawce MABEL), co potwierdza
duze fizjologiczne zapotrzebowanie organizmu loszek na egzogenne substancje estrogeno-podobne.
Wyzsze dawki powoduja wystgpowanie tzw. wolnego ZEN, ktory spetnia inna, nie zawsze pozytywna
rolg. Proporcjonalnie do dawki ZEN, wzrasta poziom E, i ,,wolnego ZEN”. Duet ten wptywa supresyjnie
na wartosci stezen P, i T. Rownocze$nie, z wynikéw profilu metabolicznego wynika, ze ma miejsce
wzmozona utrata energii i biatka, co sugeruje o efektywniejszym wykorzystaniu paszy lub/i duzym
stopniu zaangazowania w procesy biotransformacyjno-detoksykacyjne. Towarzyszy temu, przesunigcie
ilosciowe mikrobiomu jelitowego do czgsci dystalnej jelit. Ponadto, ZEN jest genotoksyczny, z wyjatkiem
dawki MABEL, gdzie genotoksyczno$¢ jest na tym samym poziomie jak u niedojrzatych ptciowo loszek
nienarazanych ZEN. Niektore wyniki wybranych badan laboratoryjnych, moga by¢ sugerowane jako
biomarkery niskodawkowej dtugotrwatej mikotoksykozy zearalenonowej u niedojrzatych ptciowo loszek,
w ramach precyzyjnej medycyny weterynaryjne;j.

Stowa kluczowe: zearalenon i jego metabolity, profil metaboliczny, hormony sterydowe, mikrobiom
jelitowy, genotoksyczno$¢, masa ciata, niedojrzate plciowo loszki

A complementary analysis of the effects of low-dose zearalenone mycotoxicosis
on selected health status indicators in pre-pubertal gilts

Abstract

Awareness of the effect of very low doses of zearalenone (ZEN) and its metabolites on mammals in
vivo is low. Pre-pubertal gilts respond differently to high and low doses of the above mycotoxins.
Beta-zearalenol (B-ZEL) could be one of the first biomarkers of ZEN mycotoxicosis. This compound
contributes to a minor increase in weight gain, but it also slows down sexual maturation in pre-pubertal
gilts, and modifies nutrient availability. Very low levels of ZEN and the absence of its metabolites in
the blood serum, observed in the first stage of exposure (in particular at the MABEL dose), confirm that
pre-pubertal gilts have a high physiological demand for exogenous estrogen-like compounds. Higher
doses lead to the occurrence of the so called ,,free ZEN” which plays a different, not always positive,
role. The levels of E2 and ,,free ZEN” increase proportionally to the ZEN dose. These two compounds
suppress the concentrations of P4 and T. An analysis of the metabolic profile points to increased energy
and protein losses, which suggests that feed is converted more efficiently and/or that biotransformation
and detoxification processes are enhanced. These processes are accompanied by a quantitative shift of
the gut microbiota to the distal intestinal segment. Moreover, ZEN exerts genotoxic effects, except for
the MABEL dose whose genotoxicity is at the level observed in pre-pubertal gilts not exposed to ZEN.
In veterinary precision medicine, the results of selected laboratory tests could be used as biomarkers of
long-term and low-dose ZEN mycotoxicosis in pre-pubertal gilts.

Keywords: zearalenone and its metabolites, metabolic profile, steroid hormones, gut microbiome,
genotoxicity, body weight, pre-pubertal gilts

70



Piotr Wojcik!

Wykorzystanie czujnikoOw ruchu w monitoringu
zachowan behawioralnych bydla mlecznego

1. Wstep

Stosowany obecnie w wielu obiektach hodowlanych monitoring zwierzat z jednej
strony jest bardzo precyzyjng metoda pomiaru zachowan behawioralnych, z drugiej
niezwykle czasochtonny i trudny do przeprowadzenia [23]. W konsekwencji w ostatnich
latach wzrasta zainteresowanie urzadzeniami do mierzenia aktywno$ci dobowej bydta
mocowanymi bezposrednio na osobniku. Ocena aktywnosci zwierzat przy pomocy
pedometrow ewoluowata od chwili, kiedy po raz pierwszy zostata opisana [7].
Pierwszym celem, dla ktérego zbierano dane dotyczace aktywnos$ci byta mozliwosé
wykrycia rui i przez to precyzyjniejsze wyznaczenie czasu inseminacji [16, 24].
Poniewaz hormonow ptciowych nie oznacza si¢ rutynowo w zadnym gospodarstwie,
inne formy badawcze byly bardzo oczekiwane, stad taka popularno$¢ pedometrow
[16]. Badania Granta [8] wykazatly, ze krowy spgdzajg na przemieszczaniu si¢ i staniu
od 8 do 12% czasu, czynnos$ci zwigzane z dojem zajmujg od 11 do 15% swojego czasu,
na pobieranie pokarmu i wody od 20 do 25% doby oraz od 40 do 50% na wypoczynek
i przezuwanie. Potwierdzajg to badania wielu innych naukowcow [5, 6, 9, 12, 23, 27].
Wskazano rozktad czasu aktywnosci bydta, wskazujac obszar wzmozonej aktywnosci
od godziny 600 do 800 a podwyzszony od godziny 1700, po ktorej nastepuje spadek
aktywnosci az do godziny 2000. Ponowna aktywnos$¢ wzrasta w okolicach godziny
2100 [16]. Badania krajowe takze wskazuja, ze zasadniczo krowa w oborze po§wigca
od 4 do 6 godzin na pobieranie paszy. Czynnosci te sg cykliczne a jeden taki okres
trwa od pot do godziny w przypadku pobierania paszy i trzy minuty na picie [18].
W przeciagu doby krowa odpoczywa od 10 do 14 godzin, a najnizsza aktywnos¢
wykazuje w godzinach od péocy do 600 i w godzinach od 1500 do 1800 [31].
Prezentowane zachowania behawioralne czesto jednak odbiegaja od przyjetego wzorca
gatunkowego, a nawet rasowego w wyniku réznych sytuacji panujgcych w obiekcie
w tym termicznych. Zmiany moga skutkowaé¢ zmniejszeniem czasu odpoczynku
zwierzat co prowadzi do zaktocen w krazeniu krwi, pogorszenia trawienia oraz
przeciazenia konczyn [30]. Gulinski i wsp. [9] stwierdzaja, ze wydtuzenie czasu, ktore
krowy spedzaja lezac powoduje zmniejszenie czestotliwosci wystepowania kulawizn.,
Pozwala to réwniez na zwigkszenie wydajnosci mleczne, poziomu dobrostanu
oraz zmniejszenie kosztow opieki weterynaryjnej. Aktywno$¢ ruchowa zwierzecia
determinuje wiele czynnikow: liczba laktacji, wiek zwierzecia [20], poziom produkcji
mlecznej, [32] poziom ruchliwos¢ [25]. Krowy sg zwierzetami spotecznymi [1, 23].
Przebywanie w stadzie jest korzystne pod wieloma wzgledami: zwierzeta moga tatwiej
si¢ broni¢, wczesniej dostrzegaé zagrozenie, mlodsze osobniki ucza si¢ strategii
przetrwania jak rowniez korzystajg z wiedzy bardziej doswiadczonych osobnikéw na
temat lokalizacji pozywienia i wody [1, 23]. Zwierzeta, ktdre opuszczaja grupe, czuja
si¢ zagrozone [1]. Stajg si¢ bardziej lekliwe i gorzej toleruja stres [23]. Najbardziej
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naturalnym $rodowiskiem bytowania krow jest oprocz utrzymania pastwiskowego/
glownie bydto migsne/wolnostanowiskowy system utrzymania [3]. System ten jednak
nie powstal dla dobra zwierzat, lecz intensywnego chowu zwierzat, stworzony, by
maksymalizowaé gesto$¢ obsady, tatwo zarzadza¢ stadem i minimalizowac straty.
Intensywne systemy produkcji zapewniaja wiec krowom odpowiednig ilo$¢ czasu na
odpoczynek, ale nie zawsze zapewniaja dogodne miejsce do odpoczynku a zasada
jest, ze liczba stanowisk jest mniejsza od liczby zwierzat przebywajacych w kojcu
[10]. Dodatkowym czynnikiem ograniczajagcym dobrostan jest powierzchnia kojca.
W konsekwencji powoduje to wzrost czestotliwosci zachowan antagonistycznych
zmierzajacych do zapewnienia osobnikowi dostepu do zasobow (wody, paszy, miejsca
odpoczynku). Zwigkszona czgstotliwos¢ ich wystepowania moze oznacza wystgpienie
zaburzen w relacjach pomigdzy osobnikami, co moze wplywaé negatywnie na stado
poprzez wypaczenie zachowan pokarmowych i spotecznych [2]. Zmianie moze
ulec rytm dobowy [23], jak rowniez czestotliwo$¢ zachowan agresywnych [13, 27].
Zbyt duza obsada, moze indukowa¢ choroby oraz niekorzystne zmiany parametrow
fizjologicznych [23]. W okresie globalnego ocieplenia dochodzi jeszcze czynnik
stresu cieplnego determinujacego zachowanie si¢ zwierzat [4]. Overton’a i wsp.
[21] w badaniach stwierdzili, ze przy najwyzszej temperaturze otoczenia liczba
odpoczywajacych zwierzat w pozycji lezacej byta najmniejsza. Ttumaczy to zjawisko
Igono i wsp. [11] zwigkszong powierzchnig krowy oddajacej ciepto. W konsekwencji
krowy spedzaja wigcej czasu w pozycji lezacej w trakcie zimy. Czestotliwosé
pobierania wody, defekacji i mikcji zwiekszata si¢ w okresie od zimy do lata [22].
Aktywno$¢ ruchowa zaobserwowana w okresie zimowym jest istotnie mniejsza niz
w okresie letnim [15]. Biorac pod uwagg tak ztozony problem dobrostanu i behawioru
zwierzat dochodzi si¢ do wniosku, ze tylko autonomiczne systemy pomiaru aktywnosci
dobowej, mogace ,,uczy¢ si¢” indywidualnych zachowan bydla, moga rzeczywiscie
informowac¢ o dobrostanie, zdrowotnosci i plodnosci osobnikéw.

2. Wyniki badan

Badania prowadzono w Zakladzie Doswiadczalnym Instytutu Zootechniki PIB
w Chorzelowie, woj. Podkarpackie na grupie krow rasy Polskiej Holsztynsko-
Fryzyjskiej (PHF). Utworzono trzy grupy zwierzat doswiadczalnych o liczebnosci nie
nizszej niz 25 sztuk, ktorym zamocowano pedometry na nodze tylnej firmy Afikim.
Grupy I, II, III powstaty na zasadzie analogéw pod wzgledem ilosci krow w danej
laktacji w podziale zaprezentowanym ponizej:

Grupa | — krowy utrzymywane w normatywnej ilosci w sektorze bez wybiegu
i podlegajace okresowemu zaggszczaniu /tabela 1/ — 25 sztuk, przy powierzchni
poczatkowej 3,80 m?/szt.

Grupa II — krowy utrzymywane w normatywnej ilosci w sektorze z wybiegiem
i podlegajace okresowemu zaggszczaniu /tabela 1/ — 25 sztuk, przy powierzchni
poczatkowej 7,74 m?/szt.

Grupa III — krowy utrzymywane w normatywnej ilosci w sektorze z wybiegiem
przeznaczone do rozgeszczenia — 31 sztuk, przy powierzchni poczatkowej 6,24 m?/szt.

W celu przesledzenia behawioru badanych zwierzat w oparciu o ich aktywnos¢
wydzielajac okresy badawcze (tab. 1):
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Tabela 1. Zmiany obsady zwierzat i powierzchnia bytowa w poszczeg6lnych grupach badawczych
w zaleznosci od okresu do§wiadczalnego

Okres badawczy Grupa badawcza

1 II 11

szt m?/szt szt m?/szt szt m?%/szt
Okres porownawczy 253,80 257,74 316,24
Okres do$wiadczalny 1 303,16 306,45 219,21 1117,6
Okres do$wiadczalny 11 352,71 355,35

Wyniki badan zostaly opracowane statystycznie w oparciu o program statystyczny
SAS uwzgledniajacy badane parametry i czynniki warunkujace uzyskane wyniki.
Ze wzgledu na grupy o roznej liczebnos$ci zwierzat w analizach statystycznych
zastosowano procedur¢ LSM w pakiecie statystycznym SAS v.93. Analiza wynikow
aktywnosci zwierzat nalezacych do I grupy doswiadczalnej wykazata, ze zaggszczenie
zwierzat i zmniejszenie powierzchni z 3,80 do 3,16 m?szt. nie wykazata znaczacych
zmian aktywno$ci zwierzat. Nieznaczne skroceniu ulegla dtugos¢ pojedynczego
odpoczynku (o 4 min), ktora wraz ze zwigkszona czgstotliwoscig odpoczynku z 10,64
do 12,45 razy spowodowala dtuzszy taczny czas odpoczynku o 41,75 min. Roznice
pomiedzy badanymi grupami w obrebie cechy zostaty statystycznie potwierdzone na
poziomie P < 0,01. Takze Telezhenko i1 wsp. [28] badajac wpltyw zageszczenia, jak
rowniez wielkosci kojca na aktywnos$¢ zwierzat, zauwazyli, ze zarowno w matym
jak i duzym kojcu przy zwigkszeniu gestosci obsady odnotowano zwigkszenie
czestotliwosei  odpoczynku przy jednoczesnym skroceniu jego czasu trwania.
W II okresie do$wiadczalnym ulegt on znacznemu skrdceniu i ulegt obnizeniu do
423,03 min, pomimo tego, ze zwierzeta byly mniej aktywne (122,05 krokow/godz.).
Odpoczynki staty sig, rzadsze, ale rownoczesnie dtuzsze (59,91 min), co mogto by¢
spowodowane problemem ze znalezieniem miejsca do odpoczynku. Wyniki badan
Krawczela 1 wsp. [14] sa zbiezne z otrzymanymi w do$§wiadczeniu. Przy wzroscie
gestosci obsady ze 100 do 142% czgstotliwo$¢ odpoczynkow ulegla redukeji z 11,7
do 10,7, a jednoczesnie dlugos$¢ pojedynczego odpoczynku wzrosta z 67 min do 69,3
min. Analiza aktywnosci krow badanej grupy Il doswiadczalnej wykazuje wyrazne
zmiany aktywnosci dobowej krow. W II okresie do$wiadczenia odnotowano spadek
aktywnosci zwierzat (P < 0,01). Czestotliwos¢ odpoczynku, jak rowniez taczny czas
odpoczynku ulegly zmniejszeniu w trakcie Il okresu doswiadczalnego przyjmujac
wartosci 7,36 1 odpowiednio 421,33 min. Najwigksza czgstotliwos¢ odpoczynku
(11,15) przy porownywalnych dlugosciach pojedynczego odpoczynku wykazywaty
zwierzeta z | okresu doswiadczalnego, przez to osiagnely najwyzszy wynik tacznego
czasu odpoczynku (674,55 min). Roznice pomigdzy badanymi grupami zostaty
statystycznie potwierdzone w obrebie wszystkich badanych cech. Aktywnos¢ krow
z grupy III podlegata statystycznie istotnym wahaniom (P < 0,01). Obserwowane
zmiany byty jednak najmniejsze w poréwnaniu do pozostatych grup do§wiadczalnych
(I-II) z racji najmniejszej obsady zwierzat na metr powierzchni. Sredni czas odpoczynku
badanych krow jak w przypadku pozostaltych grup badawczych (I-1I) byt najkrotszy
w przypadku drugiego okresu do$wiadczalnego (478,59 min) pomimo najwyzszego
spadku zaggszczenie wzgledem innych grup. Wang i wsp. [2016] zmniejszajac obsade
zwierzat do 82% zauwazali wydluzenie okresu $redniego czasu odpoczynku z 11,79

73



Piotr Wojcik

do 12,19 godzin na dob¢. W do$wiadczeniu nie zaobserwowano powyzszych zmian.
Nalezy przypuszczaé, ze uzyskane wyniki byty efektem innych niebadanych czynnikow,
jak panujace warunki klimatyczne [19]. Dlugosé pojedynczego odpoczynku ulegata
niewielkim zmianom z tendencjg do spadku w kolejnych okresach (P <0,01).

W kolejnych badaniach behawioralnych prowadzonych w Zaktadzie Doswiad-
czalnym Instytutu Zootechniki PIB w Kotbaczu, woj. Zachodniopomorskie porownano
krowy mieszance /phf x sim/ z krowami czystorasowymi mlecznymi phf. W tym celu
przeanalizowano podstawowe mierniki aktywnosci dobowej zwierzat ksztattujace ich
behawior w grupach liczacych po 20 sztuk, ktore byly utrzymywane w tych samych
warunkach $rodowiskowo-zywieniowych. Analizie poddano $rednig aktywnosé
godzinowa krow w I, II i III laktacji oraz w okresach 100, 200 i 300 dni trwania
poszczegolnych laktacji. Na podstawie otrzymanych wynikow stwierdzono w obrgbie
laktacji jak i poszczegolnych okreséw laktacyjnych wyzsza aktywnos$¢ bydta rasy
PHF. Réznice w obrebie danej laktacji, ksztattowatly si¢ od 3 do 21 krokéw/godz. na
korzy$¢ grupy PHF. W analizowanych okresach laktacyjnych najwyzsza aktywnos¢
bydto mieszancowe oraz PHF przejawiato w ostatnim okresie laktacji — pow. 300 dnia
na poziomie odpowiednio 103/h i 111/h krokow. Najnizsza aktywno$¢ zaobserwowano
u obu grup w 100 dniach I, 11 i III laktacji. Sredni dobowy czas spoczynku na jedno
lezenie w obu grupach byt podobny /77-78 min/, taczny czas spoczynku nieznacznie
wyzszy u mieszancoéw — 473 min/dobe.

Analizy behawioralne przy zastosowaniu pedometrow dotyczyly takze wpltywu
warunkow $rodowiskowych w okresie wypasu bydta. Badaniach prowadzonych
w Zaktadzie Doswiadczalnym Instytutu Zootechniki PIB w Chorzelowie woj.
Podkarpackie na grupie kréw rasy Polskiej Holsztynsko-Fryzyjskiej (PHF). Badania
prowadzono przez caty okres sezonu pastwiskowego od 9.00-17.00. Analizowano
warunki atmosferyczne: temperatura, sita wiatru, opady deszczu. Odczyt dokonywano
dwa razy dziennie podczas doju. Na podstawie $rednich warto$ci badanych cech
stwierdzono, ze warunki atmosferyczne panujace na pastwisku determinowaly
aktywnos$¢ dobowa zwierzat. Przy temperaturze powietrza do 10°C $rednia
aktywno$¢ godzinowa wynosita 141 krokow. Wzrost o kolejne 10°C powoduje wzrost
aktywnosci o 25% oraz czgstotliwosci odpoczynku o 6%, przy skroconym $rednim
tacznym czasie spoczynku o 9% do poziomu 602 minut na dobg. Wzrost predkosci
wiatru z 5 do 15 m/s skutkowat zmniejszeniem aktywnos$ci krow o 18%, wzrostem
czgstotliwosci odpoczynkdw o 19% i §redniego czasu spoczynku o 10% oraz facznego
czasu spoczynku w dobie o 60 minut. Przy opadach deszczu do 50 mm aktywnos$¢
bydta mlecznego byta na poziomie 170 krokéw na godzing a dalszy wzrost opadow
powodowat spadek aktywnos$ci do poziomu 151 krokow. Czestotliwosé odpoczynku
nie ulegata zmianie a jedynie wydtuzyt sie §redni czas spoczynku. Tym samym laczny
czas spoczynku wzrdst o 6%, co stanowi 38 minut na dobg¢. Badania wykazaly, ze
nadmierny wzrost aktywno$ci zwierzat z 100 krokéw na godzing do ponad 300
skutkuje nie tylko zmniejszeniem si¢ tacznego czasu odpoczynku, ale takze spadkiem
wydajnos$ci mlecznej badanych krow.
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3. Podsumowanie

Podsumowujgc, nalezy stwierdzi¢, ze obecnie na fermach istnieje mozliwosé
bardzo doktadnego monitoringu zachowan behawioralnych zwierzat w tym
ich aktywno$ci poprzez zastosowanie nowoczesnych pedometréw. Dziatania
takie pozwalaja na odpowiednie reagowanie na niepokojace zachowania wsrod
zwierzat, czy zbyt silne oddziatywanie $rodowiska hodowlanego. Szybka analiza
nieprawidtowosci 1 przeciwdziatanie umozliwia optymalizacje produkcji, poprawe
dobrostanu a tym samym zwigkszenie efektywnosci produkcji. Obecnie systemy te sa
oparte o samoistnie uczenie si¢ tym samym bardzo precyzyjnie moga sygnalizowac,
gdy nastepuja odstepstwo od przyjetych zatozen lub ekspresji samych zwierzat na
niekorzystne warunki srodowiskowo-zywieniowe.
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Wykorzystanie czujnikéw ruchu w monitoringu zachowan behawioralnych
bydla mlecznego

Streszczenie

Celem pracy byto zbadanie wptywu zmiennych warunkow utrzymania na parametry produkcyjne kréw
polskich holszytynsko-fryzyjskich /phf/. Czynnikami réznicujacymi byly dostgp do wybiegdw oraz
powierzchnia przypadajaca na jedno zwierzg. Analiza wynikow aktywnosci zwierzat nalezacych do
I grupy doswiadczalnej wykazala, ze zaggszczenie zwierzat i zmniejszenie powierzchni nie wykazata
znaczacych zmian aktywnosci zwierzat. W II okresie do§wiadczenia odnotowano spadek aktywnosci
zwierzat (P <0,01). Czestotliwo$¢ odpoczynku, jak rowniez taczny czas odpoczynku ulegly zmniejszeniu.
Aktywno$¢ krow z grupy III podlegala statystycznie istotnym wahaniom (P < 0,01). Obserwowane
zmiany byly jednak najmniejsze w poréwnaniu do pozostatych grup doswiadczalnych z racji najmniejszej
obsady zwierzat na metr powierzchni. W badaniach behawioralnych poréwnano krowy mieszance/phf x
sim/ z krowami czystorasowymi mlecznymi phf. Stwierdzono w obrgbie laktacji, jak i poszczegdlnych
okresow laktacyjnych wyzsza aktywnos¢ bydta rasy phf. Najwyzsza aktywnos$¢ bydto mieszancowe oraz
phf prezentowalo w ostatnim okresie laktacji — pow. 300 dnia. Najnizsza aktywnos$¢ zaobserwowano
u obu grup w 100 dniach I, 1T i III laktacji. Stwierdzono, ze warunki atmosferyczne panujace na pastwisku
determinowaly aktywnos¢ dobowa zwierzat. Wzrost predkosci wiatru skutkowal zmniejszeniem
aktywnosci krow o 18%, wzrostem czgstotliwosci odpoczynkéw o 19% i Sredniego czasu spoczynku
0 10% oraz tacznego czasu spoczynku w dobie o 60 minut. Wzrost opadow powodowat spadek aktywnosci,
natomiast czestotliwos$¢ odpoczynku nie ulegata zmianie a jedynie wydhluzyt si¢ sredni czas spoczynku.
Stowa kluczowe: bydto, pedometr, behawior

The use of pedometers in monitoring behavior of dairy cattle

Abstract

The aim of the study was to examine the impact of variable housing conditions on the production
parameters of polish holstein-friesian cows /pht/. The differentiating factors were access to the circular
and the area per animal. Analysis of the results of the activity of animals belonging to the first experimental
group showed that the density of the animals and the reduction in area did not show significant changes in
the activity of the animals. In the second period of the experiment, there was a decrease in animal activity
(P <0.01). The frequency of rest as well as the total time of rest have decreased. The activity of group
III cows was subject to statistically significant fluctuations (P < 0.01). However, the observed changes
were the smallest compared to other experimental groups due to the lowest animal density per meter of
area. Behavioral studies compared crossbreed cows / phf x sim / with pure-bred dairy cows phf. Higher
activity of phf cattle was found during lactation and individual lactation periods. Crossbreed cattle and
phf showed the highest activity in the last period of lactation — area 300 days. The lowest activity was
observed in both groups in 100 days of I, II and III lactation. It was found that atmospheric conditions in
the pasture determined the daily activity of the animals. The increase in wind speed resulted in a reduction
of cow activity by 18%, an increase in the frequency of rests by 19% and an average resting time by 10%
and a total resting time by 60 minutes. The increase in rainfall caused a decrease in activity, while the
frequency of rest did not change but only the average rest time increased

Keywords: caw, pedometer, behavior
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Jak certyfikowane systemy jakosci i bezpieczenstwa
zywnosci wspierajg prace Urzedowego Lekarza
Weterynarii?

1. Wstep

W trosce o bezpieczenstwo zywnosci pochodzenia zwierzecego prawo przewiduje
jednoczesny udzial nadzoru wlascicielskiego oraz nadzor Inspekcji Weterynaryjne;.
W obu przypadkach podstawag prawna dziatania sg rozporzadzenia unijne, w tym
Rozporzadzenie WE nr 852/04 oraz Rozporzadzenie WE 2017/625 [16, 17]. Oba
w kazdym zaktadzie produkujacym zywno$¢ powinny by¢ realizowane (w zaktadach
produkujacych zywnos¢ pochodzenia roslinnego nadzor pelni Panstwowa Inspekcja
Sanitarna). Dodatkowo zainteresowang strong w obrocie gospodarczym sg klienci
nabywajacy wyroby zaktadu spozywczego. Klienci ci chcg mie¢ potwierdzenie jako$ci
1 bezpieczenstwa zywnos$ci oraz wdrozenia obu form nadzoru. Dowodem na istnienie
pouktadanego systemu jakosci i bezpieczenstwa zywnosci sa wdrozone i certyfikowane
systemy, takie jak: BRC Food, IFS Food oraz FSSC 22000 czy w mniejszym stopniu
ISO 22000.

Wymagania tych systemoéw bazuja na obligatoryjnym systemie HACCP oraz
aktualnych regulacjach prawnych. Zawierajg takze mocno rozbudowane wymagania
wzgledem dobrych praktyk (higieniczna, produkcyjna, dystrybucyjna), a takze
dotyczace utrzymania systemu i nadzoru nad nim. Dla zaktadu z powodu wdrozenia
certyfikowanych systemow jako$ci i bezpieczenstwa zywnosci wymagan jest wiecej
niz naktada prawo zywnosciowe.

Urzedowy lekarz weterynarii peligcy nadzor nad zakladem ma obowigzek
kontrolowa¢ takie wymagania prawne jak bezpieczenstwo zywnos$ci, utrzymanie
systemu HACCP, prowadzenie weryfikacji systemu, zapewnienie identyfikowalnosci,
kontrola znakowania przesytek i produktow, legalno§¢ surowcow i produktow
wprowadzanych do obrotu.

2. Urzedowy lekarz weterynarii w Swietle prawa

Zgodnie z ustawg o bezpieczenstwie zywnosci Inspekcja Weterynaryjna (IW)
petni nadzor nad produkcja zywnos$ci pochodzenia zwierzgcego [2]. Inspekcja
Weterynaryjna wspottworzy prawo ustawodawcze i wykonawcze w zakresie zdrowia
zwierzat i zdrowia publicznego, a takze realizuje zadania o weterynaryjnej kontroli
granicznej, kontroli weterynaryjnej w handlu, produktach pochodzenia zwierzecego,
ochronie zdrowia zwierzat oraz zwalczaniu chorob zakaznych zwierzat, a takze
o ochronie zwierzat. Dodatkowo IW nadzoruje produkcje zywnosci w rolniczym handlu
detalicznym zawierajacg jednoczesnie srodki spozywcze pochodzenia niezwierzecego
1 produkty pochodzenia zwierzecego. Inspekcja ma wyznaczone zadania w zakresie
badan kontrolnych zakazen zwierzat oraz monitorowania i zwalczania chordb
zakaznych zwierzat i choroéb odzwierzgcych. Kolejnym zadaniem jest badanie

'k _godlewska@wp.pl.
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odpornosci na $rodki przeciwdrobnoustrojowe u zwierzat oraz w zywnosci i paszach.
Do zadan Inspekcji Weterynaryjnej nalezy rowniez:

» prowadzenie kontroli w miejscach wytwarzania pasz, hodowli zwierzat rzeznych
1 innych zwierzat uzytkowych, oraz w nadzorowanych zaktadach produkujacych
zywno$¢ pochodzenia zwierzecego, w tym badanie zwierzat rzeznych oraz produktow
pochodzenia zwierzecego;

* Prowadzenie weterynaryjnej kontroli granicznej przy przyjmowaniu i przy
wysylaniu wysylek pasz, zwierzat i zywnosci pochodzenia zwierzecego;

» Sprawowania nadzoru nad obrotem zwierzetami oraz produktami z nich
w zakresie bezpieczenstwa publicznego zgodnie z zasadg ,,od pola do stotu” [1].

Szczegdlowa analize zadan Inspekcji Weterynaryjnej opracowana na podstawie
obowigzujacych przepisow prawnych przedstawiono na rysunku 1.
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Rysunek 1. Sprawowanie nadzoru przez Inspekcj¢ Weterynaryjng. Opracowanie wiasne na podstawie [1].

Oprocz powyzej wskazanych zadan Inspekcja Weterynaryjna prowadzi monito-
rowanie substancji niedozwolonych, pozostatosci chemicznych, biologicznych,
produktow leczniczych i skazen promieniotworczych u zwierzat, w wydzielinach
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i wydalinach zwierzat, w tkankach lub narzadach zwierzat, w produktach pochodzenia
zwierzgcego, w zywnosci w rolniczym handlu detalicznym, w wodzie przeznaczone;j
do pojenia zwierzat, w paszach, a na podstawie uzyskanych informacji przekazuje
je w obrebie Unii Europejskiej w ustalony sposob. Odpowiada tez za wprowadzanie
do systemu RASFF (o niebezpiecznej zywnosci i paszach) danych uzyskiwanych od
innych inspekcji podlegajacych pod ministra rolnictwa [1-10].

Do zadan zawigzanych z nadzorem nad bezpieczefnstwem zywnosci realizowanych
przez wlasciwego powiatowego lekarza weterynarii zgodnie z Ustawa o Inspekcji
Weterynaryjnej zalicza sig:

» sprawowanie nadzoru nad miejscami gromadzenia, skupu lub sprzedazy zwierzat,
targowiskami oraz wystawami, pokazami lub konkursami zwierzat;

* badanie zwierzat umieszczanych na rynku, przeznaczonych do wywozu oraz
wystawiania §wiadectw zdrowia;

 sprawowanie nadzoru nad ubojem zwierzat rzeznych, w tym realizacja badania
przedubojowego i poubojowego, ocena mi¢sa i nadzor nad przestrzeganiem przepisow
o0 ochronie zwierzat w trakcie uboju;

* badanie migsa zwierzat townych;

» sprawowanie nadzoru nad rozbiorem, przetworstwem lub przechowywaniem
migsa 1 wystawiania wymaganych $wiadectw zdrowia;

» sprawowanie nadzoru nad punktami odbioru mleka, jego przetworstwem oraz
przechowywaniem produktoéw mleczarskich;

» sprawowanie nadzoru nad wytadowywaniem ze statkéw rybackich i statkow
przetworni produktow rybotéwstwa, nad obrobka, przetworstwem i przechowywaniem
tych produktow oraz §limakow i zab;

 sprawowanie nadzoru nad przetworstwem i przechowywaniem jaj konsump-
cyjnych i produktow jajecznych;

* pobieranie probek do badan urzgdowych;

» sprawowanie nadzoru nad sprzedaza bezposrednia;

* badanie laboratoryjnego mig¢sa na obecno$¢ wtosni;

» prowadzenie kontroli urzgdowych w ramach zwalczania chorob zakaznych
zwierzat,

* kontrola dobrostanu zwierzat w srodowiskach hodowlanych, transporcie, rzezni
[1, 3-6].

Urzgdowy lekarz weterynarii petnigcy nadzor nad zakladem ma obowiazek
kontrolowa¢ takie wymagania prawne jak bezpieczenstwo zywnosci, utrzymanie
systemu HACCP, prowadzenie weryfikacji systemu, zapewnienie identyfikowalnosci,
kontrola znakowania przesytek i produktdéw, legalno$¢ surowcow i produktow
wprowadzanych do obrotu [1-7, 9].

3. Systemy jakoSci i bezpieczenstwa zywnoSci

System HACCP jest jedynym systemem wymagalnym prawnie, opartym
o wymagania Kodeksu Zywno$ciowego. Na bazie systemu HACCP powstal szereg
norm i standardéw odnoszacych sie do bezpieczenstwa i jakosci zywnosci. Wzajemne
zaleznosci tych systemow pokazano na rysunku 2.
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Rysunek 2. Wzajemne zaleznosci pomigdzy systemami jakosci i bezpieczenstwa zywnosci [33]

Wszystkie przedstawione na tym rysunku systemy pokazane ,,powyzej” systemu
HACCP zawieraja w sobie system HACCP, ale tez elementy wskazujace i stwarzajace
mozliwos$¢ okreslenia jako system. Wszystkie poza systemem HACCP sg dobrowolne,
a ich wdrazanie wynika z zapotrzebowania rynku, czyli klienta. Elementy systemowe
tworzg sktadowe oparte na cyklu PDCA 1 sg to takie elementy, jak:

* Ustalone, zaplanowane dziatania — oznacza to, ze kazde dziatanie powinno
by¢ zaplanowane i zapisane w postaci procedury czy instrukcji, zeby wyeliminowaé
przypadkowos¢ dziatan;

» Powtarzalno$¢ — zaklada, ze ten sam proces i ten sam produkt beda wykonywane
tak samo, niezaleznie od wykonawcy i okolicznosci — zgodnie z zapisem w stosownym
dokumencie — recepturze, specyfikacji, instrukcji, procedurze;

* Sprawdzanie czy dziata zgodnie z zaloZzeniami — tu miesci si¢ zarowno biezaca kontrola
procesu i produktu, ale tez audytowanie i weryfikacja — procesu, produktu, systemu;

* Nadzor nad niezgodnos$cia — jesli niezgodno$¢ zostanie stwierdzona (w wyniku
kontroli lub audytu) nalezy ja rozwigza¢ poprzez poprawe procesu, produktu,
pracownika, ale tez by¢ moze dokumentu zrédtowego — w zaleznosci od tego, co byto
przyczyng wystapienia niezgodnosci;

* Doskonalenie systemu — oznacza dostosowywanie si¢ dziatan, zapisow do
zmieniajgcego si¢ prawa, okolicznosci, wymogow klienta, urzgdzen oraz pracownikow.

* Zaangazowanie najwyzszego kierownictwa — jest wymaganiem zazwyczaj
podstawowym, ktore wskazuje kierunek postgpowania i programuje skuteczno$é
systemu. Chodzi o to, ze jesli kierownictwo nie jest przekonane co do zasadnos$ci
wdrozenia jakiegokolwiek systemu, to bedzie on tylko ,,na papierze”, a zaktad begdzie
dziatat niezgodnie z opisanymi procedurami;

» Nastawienie na klienta — w systemach zarzgdzania wazny jest glos klienta i jego
oczekiwania, ktore moga dotyczy¢ jakosci produktu, ale tez coraz czgsciej spotecznej
odpowiedzialno$ci biznesu [27, 28].
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3.1. System HACCP

System HACCP, czyli Hazard Analysis and Critical Control Point, a po polsku
»Analiza Zagrozen i Krytyczny Punkt Kontrolny” to system zapewniajacy odpowiednig
jakos¢ 1 bezpieczenstwo zdrowotne zywnosci, co ma ogromne znaczenie dla zdrowia
i zycia konsumenta [2, 15, 24].

Analiza zagrozen stuzy identyfikacji wszystkich szkodliwych czynnikow
(biologicznych, chemicznych i fizycznych) mogacych wystapic na wszystkich
etapach procesu produkcyjnego poczawszy od surowcoOw i materiatdow pomocniczych,
a konczac na tancuchu dystrybucji.

Nastepnie konieczne jest oszacowanie ryzyka wystapienia konkretnego czynnika.
Ostatni etap stanowi okre$lenie srodkoéw zapobiegawczych, jakie mozna zastosowac
w celu eliminacji badz zminimalizowania wystapienia zagrozenia [24].

ZAPEWNIENIE BEZPIECZENSTWA
Identyfikacja (ZDROWOTNEGO) ZYWNOSCI
zagrozen i ocena

ryzyka
D

Dokumentacja

Ustalenie
systemu nadzoru

DOBRE (monitorowania) .

PRAKTYKI
HIGIENICZNE o

© ASEPT 197

Rysunek 3. Cykl zycia systemu HACCP. Zrodto [24]

Wwynikuprzeprowadzonej analizy zagrozeniokresleniasrodkow zapobiegawczych
ustala si¢ istotne dla procesu produkcji miejsca, elementy lub etapy procesu, w ktorych
srodki zaradcze nie pomagaja, czyli Krytyczne Punkty Kontrolne (CCP), ktore to
muszg by¢ kontrolowane ze wzgledu na mozliwos¢ wystapienia nadmiernego ryzyka
powodujacego nieakceptowang jakos¢ zdrowotng zywnosci. Zasady systemu HACCP
pokazano na rysunku 3.

Warunkiem wyznaczenia CCP jest mozliwo$¢ jego monitorowania oraz mozliwos¢
rzeczywistego opanowania zagrozenia. Nalezy doda¢, ze o jakosci funkcjonowania
systemu nie $wiadczy ilo§¢ wyznaczonych CCP. W =zakladach z prawidtowo
funkcjonujacymi systemami GHP i GMP jest ona ograniczona do niezbednego
minimum — czasem moze Krytyczny Punkt Kontrolny by¢ tylko jeden lub w wyniku
przeprowadzonej analizy oraz dziatan zapobiegawczych mozna stwierdzi¢, ze nie ma
potrzeby ustanawiania CCP [24].
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3.2. System zarzadzania bezpieczenstwem zywnosci wg normy ISO 22000
Norma ISO 22000 zatytulowana: ,,Systemy Zarzadzania Bezpieczenstwem
Zywnosci — Wymagania dla kazdej organizacji nalezacej do tancucha zywno$ciowego”
zostala opublikowana w 2018 r. i umozliwia wdrozenie systemu bezpieczenstwa
zywnosci na zasadzie i w uktadzie normy ISO 9001. Celem tej normy jest harmonizacja,
na skal¢ miedzynarodowsa, wymagan dotyczacych zarzadzania bezpieczenstwem
zywnosci w catym biznesie zywnosciowym. Specyfikuje ona wymagania systemu
zarzadzania bezpieczenstwem zywnosci, ktory taczy nastepujace, ogdlnie rozpoznane
kluczowe elementy w celu zapewnienia bezpieczenstwa zywnosci w tancuchu dostaw
zywnosci, do momentu koncowej konsumpcji [14] — pokazano je na rysunku 4.

Wzajemna
komunikacja
N _

Y '
Zarzadzanie

Zasady HACCP ‘ ‘
systemem

.f' Y
Frogramy

vistepne

L% o

Rysunek 4. Wymagania systemu zarzadzania bezpieczenstwem zywnos$ci wg normy ISO 22000 [14]

Wzajemna komunikacja jest wymaganiem podstawowym, niezbednym w celu
zapewnienia identyfikowalnosci istotnych zagrozen i ich kontroli na kazdym etapie
fancucha, dlatego niezbedna jest komunikacja zarowno z dostawcami, jak i klientami.
Programy wstgpne to podstawowe dzialania i warunki, ktore sg niezbg¢dne, aby
utrzymaé w obszarze tancucha zywnosciowego higieniczne §rodowisko, obrét oraz
zaopatrywanie w bezpieczne produkty, jak rowniez zywno$¢ bezpieczng do spozycia
przezludzi. W zaleznos$ci od tego w jakim segmencie dziata dana organizacja oraz jakiego
typu jest to organizacja, wymagane sg programy wstepne (PRP-Prerequisite Programs)
bedace narzedziami wspomagajacymi zapewnienie bezpieczenstwa i zaliczajg si¢ do
nich: GAP (Dobra Praktyka Rolnicza), GVP (Dobra praktyka weterynaryjna), GPP
(Dobra Praktyka Produkcyjna), GMP (Dobra Praktyka Wytwarzania), GHP (Dobra
Praktyka Higieniczna), GDP (Dobra Praktyka Dystrybucji), GTP (Dobra Praktyka
Handlowa) i inne. Zasady HACCP opierajg si¢ na wytycznych zawartych w Kodeksie
Zywnoséciowym [14, 24].

3.3. Prywatne, popularne standardy jakosci i bezpieczenstwa zywnosci —
akceptowane przez GFSI

Miedzynarodowy handel przyczynit si¢ do zainteresowania producentéw zywnosci
wdrazaniem réznorodnych standardow dotyczacych bezpieczenstwa zywnosci, jakosci
oraz innych. Standardy te powstawaly jako efekt prac stowarzyszen panstw oraz
zwigzkow branzowych. Powstawaly w réznych miejscach $wiata. To jaki standard
badz wymagania, jakiej normy wdrozy¢ w zaktadzie produkujacym mleko i produkty
mleczne zalezy od klientow iich oczekiwan. Powstala jednak trudno$¢ ze znalezieniem
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audytorow mogacych certyfikowa¢ standardy dla odbiorcow z innego konca $wiata.
Nie zawsze bylo to tez ekonomicznie uzasadnione — tj. koszty certyfikacji w stosunku
do spodziewanych zyskoéw handlowych [30-32].

Odpowiedzig na tego typu watpliwosci byto powstanie w 2000 r. GFSI (ang.
Global Food Safety Initiatve) — Globalnej Inicjatywy dotyczacej Bezpieczenstwa
Zywnosci po wielu kryzysach dotyczacych bezpieczenstwa zywnosci, gdy zaufanie
konsumentow do producentow, dystrybutorow i organizacji rzadowych byto na
niskim poziomie. GFSI jest to prywatna organizacja, zatozona i prowadzona przez
mig¢dzynarodowe stowarzyszenie handlu. Gtownym celem organizacji jest zapewnienie
bezpieczenstwa poprzez wypracowanie i akceptowanie systemow bezpieczenstwa
zywnosci na poziomie $wiatowym w calym lancuchu dostaw. Czlonkami GFSI
sa najwicksi producenci i detalisci zywnosci. Wspotpraca odbywa si¢ poprzez
spotkania wiodacych $§wiatowych ekspertdéw od bezpieczenstwa zywnosci sieci
handlowych detalicznych, firm produkcyjnych i ustugowych dla sektora produkcji
zywnosci, a takze organizacji miedzynarodowych, rzadow, srodowisk akademickich
i ustugodawcéw do globalnego przemystu spozywczego. GFSI utrzymuje system
porownania poszczegolnych standardéw bezpieczenstwa zywnos$ci dla producentow,
jak rowniez standardow dla produkcji pierwotnej (rolniczej) na farmach. W czerwcu
2007 r. odmiu gtownych sprzedawcow detalicznych, takich jak Carrefour, Tesco, ICA,
Metro, Migros, Ahold, Wal-Mart i Delhaize wspolnie zaakceptowali system oceny
standardow GFSI [30-32].

Rozwo6j marek wiasnych sieci handlowych przyczynit si¢ do zwiekszonego
zapotrzebowania na uniwersalne narzedzia oceny producentdow pozwalajace
zminimalizowa¢ ryzyka zlecania produkcji (po stronie wiasciciela marki wlasnej)
oraz ilosci audytow poszczegolnych odbiorcow (u dostawcow produktow). Zbierajac
doswiadczenia lat 90. mniej wigcej w jednym czasie powstaty dwa stowarzyszenia sieci
handlowych. W Wielkiej Brytanii jest to British Retail Consortium (BRC) zrzeszajace
takie sieci jak m.in. Aldi, Burger King (United Kingdom) Ltd, Costa Coffee, Costcutter
Supermarkets Group Ltd, Iceland Foods Ltd, Ikea Ltd, KFC, LIDL, Marks & Spencer
plc, McDonald’s Restaurants Ltd, Starbucks Coffee Company (UK) Ltd, Steinhoff UK
Group, Subway, Tesco [12].

Akceptacje GFSI majg nastepujace standardy BRC: BRC do zywnosci, wydanie
8, BRC/IoP do opakowan i materialdow opakowaniowych, wydanie 6, BRC do
przechowywania i dystrybucji, wydanie 3 i BRC dla posrednikow — wydanie 2 [12, 27].

Drugie podobne stowarzyszenie zostato zatozone przez Niemieckich i Francuskich
dystrybutoréw zywnos$ci, Zrzeszeni w stowarzyszeniu czlonkowie Niemieckiej
Federacji Handlu Detalicznego — Hauptverband des Deutschen Einzelhandels
(HDE) — wraz z czlonkami francuskiego odpowiednika — Fédération des
Entreprises du Commerce et de la Distribution (FCD) — opracowali Standard jakosci
i bezpieczenstwa zywnosci nazwany Miedzynarodowym Standardem Zywnosci (the
International Food Standard (IFS), ktérego zalozeniem jest umozliwienie oceny
systemow bezpieczenstwa 1 jakos$ci zywnosci u dostawcow w ujednolicony sposob.
W latach 2005/2006 wtoskie stowarzyszenia Associazione Nazionale Cooperative
Consumatori (ANCC), Associazione Nazionale Cooperative tra Dettaglianti (ANCD)
oraz Federdistribuzione takze dotgczyly do International Food Standard (obecnie
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International Featured Standards), a opracowanie wersji 5 dla zywnosci byto owocem
wspoltpracy federacji handlu detalicznego z Francji i Niemiec, a takze sprzedawcow
detalicznych ze Szwajcarii 1 Austrii. Standard ten jest obecnie zarzadzany przez IFS
Management GmbH, spdtke nalezagcg do FCD i HDE. Odnosi si¢ do wszystkich
etapow przetworstwa spozywczego z wytaczeniem produkceji pierwotnej. W tej chwili
standard jest preferowany przez takie sieci, jak Auchan, Geant, E. Leclerc, Carrefour,
Real, grupa Metro i tez Lidl [13].

Akceptacje GFSI maja nastepujace standardy IFS: IFS do zywnosci, wydanie 6.1,
IFS Logistic, wydanie 2.2, IFS PAC secure, wydanie 1.1 (do opakowan) oraz IFS dla
posrednikéw i brokeréw — wydanie 3 [13, 28].

Zarowno IFS jak i BRC od poczatku XXI wieku opracowuja standardy utatwiajace
certyfikacje w oparciu o wymagania sieci, zastgpujace audyty tych sieci co jest
akceptowalne przez GFSI i kazdy z wlascicieli standardow przez lata opracowat
standardy dotyczace produkcji zywnosci oraz inne — wspomagajace nadzor nad
markami wtasnymi. Oba stowarzyszenia prowadzg szkolenia z wymagan standardow,
a takze maja swoje zasady oceniania i dopuszczania do audytéw audytorow.

W zalezno$ci od miejsca prowadzonej przez siebie dzialalnosci w tancuchu
dystrybucyjnym i zywnosciowym mozna znalez¢ taki standard BRC Iub IFS ktory po
zaimplementowaniu da si¢ certyfikowa¢ okazujac tym samym swoim kontrahentom
wysoka kompetencj¢ w wybranym obszarze. Szeroko$¢ zakresow standarddéw
1 wymagan poszczeg6lnych z nich moze tez by¢ uzyteczng wskazéwka do audytowania
swoich dostawcow i klientow. Wszystkie te standardy sa do pobrania za darmo ze
stron internetowych https://www.ifs-certification.com/index.php/en/standards dla
standardow IFS oraz https://www.brcbookshop.com/ dla standardow BRC [12, 13].

4. Cel pracy

Celem pracy byto poréwnanie wymagan prawnych z wymaganiami podstawowymi
standardu BRC Food wydanie 8 oraz IFS Food wydanie 6.1, by pokazac¢ podobienstwa,
ktore moga wspomoc i utatwi¢ prace urzgdowego lekarza weterynarii.

5. Material, metody

Materialem byla tre$¢ aktow prawnych oraz protokoty kontroli weterynaryjnej
SPIWET oraz tres¢ wskazanych standardow dotyczacych jakos$ci i bezpieczenstwa
Zywnosci.

Metoda pracy byla analiza poréwnawcza wymagan prawnych, wymagan
standardow oraz danych literaturowych.
6. Wyniki

Wnormie BRC Food wydanie 8 okreslonychjest 12 wymagan, bez spetnienia ktorych
przyznanie certyfikatu jest niemozliwe. Okresla si¢ je jako wymagania podstawowe.
We weczesniejszych wydaniach standardu okreslane byly jako fundamentalne i ta
nazwa lepiej wskazuje na charakter tych wymagan.

6.1. Zaangazowanie najwyzszego kierownictwa

Standard BRC stawia wymaganie o tresci: ,,Najwyzsze kierownictwo firmy
jest zobowigzane do wykazania pelnego zaangazowania we wdrozenie wymagan
Globalnej normy bezpieczenstwa zywnos$ci oraz procesOw umozliwiajacych state
doskonalenie zarzadzania bezpieczenstwem i jako$cig zywnosci” — pkt 1.1. Oznacza
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to, ze poprzez polityke jakosci i bezpieczenstwa zywnosci, asygnowanie srodkow na
np. badania produktéw i szkolenia dla pracownikéw powinno si¢ przejawiaé wsparcie
Kierownictwa. Audytor powinien stwierdzié, czy Zarzad, Kadra Kierownicza wspiera
produkcje bezpiecznej zywnosci, zgodnej zwymaganiami czy tez oczekuje prowadzenia
dokumentacji systemu niezwigzanego z faktycznymi procesami w zaktadzie. Innymi
dowodami na zaangazowanie kierownictwa w system bedzie udziat w spotkaniach
zespotu ds. HACCP, zapoznawanie z wynikami audytow wewngtrznych czy omawianie
spraw zwigzanych z utrzymaniem systemu na spotkaniach managerskich itp.

Wymagania prawne w tym zakresie ograniczajg si¢ do wskazania w rozporzadzeniu
WE 852/04, ze ,,gtdwna odpowiedzialnos¢ za bezpieczenstwo zywnosci spoczywa na
przedsiebiorstwie sektora spozywczego”. Ze strony praktycznej zawsze w zaktadzie
musi by¢ osoba upowazniona do przyjecia kontroli, majgca petnomocnictwo do
reprezentowania zakladu. Zazwyczaj urzedowy lekarz weterynarii (ULW) kontaktuje
si¢ z przewodniczacym zespotu ds. HACCP, dziatem jakosci czy kierownikiem
produkcji. Niemniej jednak w trudnych sprawach ULW moze oczekiwa¢ kontaktu
z wilascicielem lub Zarzagdem. Wskazanie osoby odpowiedzianej tez jest wykazane
w formularzu kontroli weterynaryjnej SPIWET, gdzie nalezy wskaza¢ kto byl przy
kontroli i reprezentowat kontrolowany podmiot.

6.2. System HACCP

W kolejnym pkt 2 standardu BRC zawarto wymogi dotyczace koniecznosci, ze
»Przedsigbiorstwo musi posiada¢ w petni wdrozony i skuteczny plan bezpieczenstwa
zywno$ci wlaczajacy zasady HACCP okreslone w Kodeksie Zywnosciowym”.
Oznacza to, ze trzeba wdrozy¢ co najmniej siedem zasad systemu HACCP — zgodnie
z tym, co opisano w rozdziale 3.1. Przy czym standard umozliwia wdrozenie systemu
HACCEP jako elementu wigkszego systemu — np. niedotyczacego tylko bezpieczenstwa
zywnosci, ale tez np. jakosci zywnosci, autentycznosci zywnosci oraz food defence,
czyli ochrony zywno$ci przed celowym zanieczyszczeniem.

Wymédg ten pokrywa si¢ z wymogami prawnymi z ustawy o bezpieczenstwie
zZywnosci 1 zywienia oraz z rozporzadzen unijnych 17/02 i1 852/04, gdzie wskazana
jest konieczno$¢ wdrozenia systemu HACCP.

6.3. Audyty wewnetrzne

Zgodnie z pkt 3.4. standardu BRC ,,Firma musi by¢ w stanie wykaza¢, ze weryfikuje
skuteczne stosowanie planu bezpieczenstwa zywno$ci oraz wdrozenie wymagan
Globalnej normy bezpieczenstwa zywnosci”. Oznacza to, ze w ramach samokontroli
firma musi przeprowadza¢ okresowa weryfikacje skutecznego wdrozenia swojego
systemu zarzadzania jako$ci 1 bezpieczenstwa zywnosci. Oznacza to tez, ze wszystkie
procedury opisujace procesy i wymagania standardu BRC powinny by¢ zaplanowane
i weryfikowane regularnie, po to, by upewnic si¢, ze s adekwatne do potrzeb zaktadu.

Do tego wymagania nie ma odpowiednika prawnego. To, co posrednio mozna
zastosowaé to wymog nakazujacy przeprowadzanie weryfikacji systemu HACCP.
Najszerszy opis znajduje si¢ w rozporzadzeniu 852/04 i moéwi, o konieczno$ci
ustanowienia procedur, ktore powinny by¢ regularnie wykonywane w celu sprawdzenia,
czy $rodki wyszczegolnione (analiza zagrozen, wyznaczenie CCP, ustalenie limitow
krytycznych, monitorowanie, dziatania korygujace) dziatajg skutecznie.
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6.4. Zatwierdzenie dostawcow

W punkcie 3.5.1. standardu BRC odniesiono si¢ do nakazu posiadania przez firmy
skutecznego systemu zatwierdzania i monitorowania dostawcow umozliwiajacego
stwierdzenie, ze wszelkie potencjalne zagrozenia bezpieczenstwa, autentycznos$ci,
zgodnosci z prawem i jako$ci produktu koncowego wynikajace z surowcow (tacznie
z opakowaniami bezposrednimi) sg zrozumiale i nadzorowane”. Wymoég ten ma
zapewni¢ bezpieczenstwo wyrobow produkowanych z zakupionych surowcow.
Oznacza to, ze najpierw firma musi okresli¢ jakie surowce kupuje, jakie opakowania
1 od jakich dostawcow — w sensie producentow czy posrednikow. Potem te dostarczane
wyroby powinny zosta¢ podzielone na kategorie ryzyka — w zalezno$ci od wplywu
na produkty koncowe zaktadu lub latwos¢ ich podmiany (surowcow). A nastepnie
powinny zosta¢ spisane w specyfikacjach zakladowych wymagania wzgledem tych
grup i produktow — odno$nie charakterystyki fizykochemicznych, dokumentow
dostawcy, wymaganych dokumentow dostawy. W zalezno$ci od tych specyfikacji
1 grup ryzyka nalezy zaplanowac proces zatwierdzania.

Regulacje prawne nie okreslaja tak doktadnych i $cistych wymagan. Prawnie
mozna odwota¢ si¢ do identyfikowalno$ci — co zostanie opisane w pkt. 6.6. oraz
kategorii zaktadu w rozumieniu prawa weterynaryjnego. Oznacza to, ze jesli zaktad
ma uprawnienia do handlu na terenie Unii Europejskiej to nie moze kupowaé
surowcow od zakladu o nizszym statusie weterynaryjnym — np. od handlu rolniczego
lub marginalne, ograniczonej dziatalnosci.

6.5. Dzialania korygujace i zapobiegawcze

Wymaganie zawarte w pkt 3.7. stanowi, ze ,,Firma musi by¢ w stanie wykazac,
ze wykorzystuje informacje wynikajace z nieprawidtowosci zidentyfikowanych
w systemie zarzadzania bezpieczenstwem i jako$cig zywnosci do podjecia koniecznych
dziatan naprawczych oraz do zapobiegania ich ponownemu wystapieniu”. Oznacza
ono, ze jesli w firmie, w produkcie, w zapisach, w procedurach beda stwierdzone
niezgodnosci, to wskazane upowaznione osoby beda rozwigzywac te niezgodnosci —
tzn. naprawia btad co do produktu, procesu oraz wprowadza dzialania, by zapobiec
wystgpieniu tej samej lub podobnej niezgodnosci w przysztosci.

Pomimo logicznosci takiego postepowania nie ma jak dotad stosownych regulacji
prawnych zawartych w prawie weterynaryjnym. Prawdopodobnie jest to zwigzane
ze swobodg prowadzenia dziatalnos$ci gospodarczej i w zwigzku z tym prawodawca
zostawia dziatania zwigzane z zarzadzaniem niezgodno$ciami w rgkach prowadzacego
dziatalnos$c¢.

6.6. Identyfikowalnos¢

W punkcie 3.9. zawarte jest wymaganie ,,Zaktad musi by¢ w stanie zidentyfikowaé
wszystkie partie surowcoéw (facznie z opakowaniami bezposrednimi) od dostawcow
poprzez wszystkie etapy przetwarzania i wysytki do klientow i vice versa”. Oznacza to,
ze nie tylko trzeba wiedzie¢, jaki produkt zostat zakupiony, jaka jest data zakupu oraz
jakie sa dane sprzedawcy, ale tez do jakich partii wyrobow gotowych byto uzywane.
Dotyczy to uzywanych surowcow zasadniczych, przypraw, substancji pomagajacych
w przetwarzaniu np. sznurka do wigzania wyrobow — jes$li ma bezposredni kontakt
z towarem 1 opakowan co najmniej bezposrednich. Testy identyfikowalnosci maja na
celu pokazanie tych powigzan — numerow partii, ale tez bilansu masy. Testy nalezy
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wykonywaé poczynajac od surowca — przesledzi¢ cala Sciezke i wszystkie partie
produktéw, do ktorych byt dodawany — np. dostawa pieprzu z jednym numerem
partii np. 250 kg — do jakich partii wyrobow i w jakim czasie byt dodawany. Testy tez
trzeba wykonywaé zaczynajac od partii wyrobu gotowego i cofajac si¢ ustali¢ partie
wszystkich surowcow.

Wymagania prawne zapisane w rozporzadzeniu WE 178/02 1 rozporzadzeniu
wykonawczym komisji WE 931/2011 wskazuja na konieczno$¢ przekazywania
informacji na dokumentach towarzyszacych o numerze partii, a takze zbierania
informacji o tym, co, ile, kiedy i od kogo zostalo kupione oraz co, kiedy, ile i komu
zostalo sprzedane/wystane. ULW sprawdza bilanse masy badanych partii, takze
w zakresie wytwarzanych produktéw obocznych. Zatacznik 11, sekcja Il rozporzadzenia
853/04 wskazuje na koniecznos$¢ identyfikacji kazdej sztuki i/lub partii zwierzat
kierowanych do uboju. Ponadto w sekcji Il znajdujg si¢ rowniez wymogi dotyczace
metod identyfikacji tancucha pokarmowego gospodarstwa hodujacego zwierzeta.

6.7. Uklad, przeplyw produktu i segregacja

Standard zawiera pkt 4.3, ktory jest wymaganiem podstawowym ,,Uktad zaktadu,
kolejnos¢ procesow i drogi przemieszczania si¢ personelu musza by¢ odpowiednie,
aby zapobiec zanieczyszczeniu produktu, musza by¢ tez zgodne z odpowiednimi
przepisami prawa”. Wymaganie to rozszerzone jest przez wymagania szczegotowe, ale
chodzi o to, by proces produkcyjny byt jednokierunkowy, tzn. przebiegat od surowcow
poprzez pétprodukty do wyrobow gotowych. Celem jest, by na czysty wyrdb gotowy
nie byly nanoszone zanieczyszczenia od surowcoOw czy od personelu przenoszone
przez ludzi, maszyny, ale tez wentylacje czy kanalizacje.

Podobne wymagania sa okreslone w zataczniku II do rozporzadzenia 852/04,
a dotyczg pomieszczen zywnosciowych, pomieszczen, w ktorych przygotowuje si¢
i przetwarza $rodki spozywcze, oraz przepisy odnosnie $§rodkoéw spozywczych [16].
Zatacznik 111 rozporzadzenia 853/04 rowniez si¢ do tych wymagan odnosi i ustanawia
kolejne — by zapobiega¢ zanieczyszczeniu — migsa, mleka, ryb i innych rodzajow
zywnosci pochodzenia zwierzecego.

6.8. Utrzymanie higieny i porzadku

Standard w wymaganiu podstawowym 4.11. stanowi: ,,Systemy utrzymania
porzadku i czystosci muszg przez caty czas zapewnia¢ zachowanie odpowiednich
standardow higieny oraz zmniejszenie do minimum ryzyka zanieczyszczenia
produktu”. Realizacja tych wymagan polega na zdefiniowaniu najpierw oczekiwanego
poziomu higieny — czyli okreslenie akceptowalnych kryteriow mikrobiologicznych,
nastgpnie okreslenie zdefiniowanych srodkow do higienizacji oraz metod stuzacych
do realizacji higienizacji. Kolejnym elementem jest weryfikacja skutecznosci np.
poprzez badania.

Wymagania odnos$nie higieny zawierajg tez rozporzadzenia WE 852/04 i 853/04
nie okreslajgc wszakze tak szczegdlowo jak poszczegdlne wymagania standardu BRC
Food. Poziom higieniczny zaktadu i produktoéw reguluje rozporzadzenie WE 2073/2005.
Zawarte sg tam parametry i zakres prowadzonych badan. Nalezy je potraktowac jako
niezbedne minimum. ULW kontroluje realizacje takich badan — zakres, czestotliwose,
harmonogram i wyniki. W zaktadach zazwyczaj robi si¢ szerszy zakres badan, po to,
by mie¢ odniesienie do poziomu higieny w zaktadzie i bezpieczenstwa produktu.
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6.9. Nadzorowanie alergenow

Wymaganie podstawowe nr 5.3 zawiera konieczno$¢ stosowania przez zaktad
okreslonych systeméw nadzorowania materiatow alergennych, umozliwiajacych
ograniczenie do minimum ryzyko zanieczyszczenia produktéw alergenami oraz
zapewniajacych zgodno$¢ z wymaganiami prawnymi dotyczacymi oznakowywania
w kraju, do ktorego produkt jest sprzedawany. Wymagania szczegdélowe dotycza
prawidtowego znakowania produktow, znakowania zgodnie z wymaganiami kraju do
ktorego produkt jest wysytany oraz upewnienia si¢ co do czystosci linii produkcyjnej
przed produkcja wyrobdw bez alergenow.

Jesli chodzi o wymagania prawne zwigzane z alergenami mozna odnie$¢ sie do
wymagan zwigzanych ze znakowaniem — rozporzadzenie WE 1169/2011 oraz do
wymagan zwigzanych z zapobieganiem zanieczyszczeniom krzyzowym — omowionym
juz wezesniej w rozdziale 6.8.

6.10. Kontrola operacji

Zgodnie z wymogami zawartymi w pkt 6.1. standardu BRC ,,Zaktad musi dziata¢
zgodnie z procedurami i/lub instrukcjami pracy gwarantujacymi state wytwarzanie
produktéw bezpiecznych i zgodnych z prawem, o odpowiedniej jakosci oraz w petni
zgodnych z planem bezpieczenstwa zywnosci HACCP”. Wymaganie to mowi o kontroli
produktu na wszystkich etapach przetwarzania, pod katem zgodnosci z wymaganiami
prawnymi (bezpieczenstwo), wymaganiami jako$ciowymi i wymaganiami klienta.

Regulacje prawne zawarte w Rozporzadzeniu 178/02 mdéwia tylko o koniecznosci
zapewnienia bezpieczenstwa produktu umieszczanego na rynku.

6.11. Etykietowanie i kontrola opakowan

Odniesienie do sposobu etykietowania oraz kontroli opakowan zostato zawarte w pkt
6.2 standardu BRC. Zawarte w nim regulacje dotycza pkt 6.2. , kontrola etykietowania
produktéw, zgodnie z ktorymi etykieta musi zapewniaé prawidtowe oznakowanie
i kodowanie produktéw”. Realizacja tego wymogu odnosi si¢ do upewnienia si¢, ze
odpowiednie dedykowane materialty opakowaniowe sg naszykowane do pakowania
konkretnej partii produktu. Kontrole taka nalezy przeprowadzi¢ przed rozpoczgciem
pakowania wyrobu, a nastgpnie powtorzy¢ ja w srodku i na koncu pakowane;j partii.
Oprocz doboru materiatdw opakowaniowych sprawdzeniu podlega poprawnosc¢
znakowania — w tym nadanie numeru partii oraz terminu przydatnosci.

Wymagania prawne odnosza si¢ do zachowania identyfikowalno$ci, ale nie
precyzuja doktadnie co powinno by¢ sprawdzone. Regulacje w tym zakresie znajduja
si¢ w Rozporzadzeniach WE 178/02, 852/04 i 853/04, gdzie znajduja si¢ dodatkowo
wytyczne dotyczace formy znaku weterynaryjnego i konieczno$ci zabezpieczenia
etykiet z takim numerem przed nieuzasadnionym uzyciem.

6.12. Szkolenia

Ostatni wymog podstawowy dotyczy organizacji szkolen (rozdziat 7.1). Wedlug
regul zawartych w ww. rozdziale pt. ,,Szkolenia: postepowanie z surowcami,
przygotowanie, obrobka, pakowanie i obszary magazynowe”. ,,Przedsiebiorstwo musi
zapewnic, ze wszyscy pracownicy wykonujacy prace majgce wptyw na bezpieczenstwo,
zgodno$¢ z wymaganiami prawnymi i jako$¢ produktu, majg kompetencje konieczne
do wykonywania pracy, uzyskane poprzez szkolenia, do§wiadczenie zawodowe lub
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odpowiednie kwalifikacje”. W ramach realizacji tego wymagania nalezy opracowac
plany i harmonogramy szkolen, listy szkolen powinny zawiera¢ podpisy pracownikow
oraz zakres tematyczny szkolenia, a takze dlugo$¢ czasu trwania szkolenia. Jesli
szkolenie dotyczy zaktadowej procedury lub instrukcji — powinna by¢ ona wskazana
w protokole szkolenia. Po zakonczeniu szkolenia nalezy zweryfikowa¢ skutecznos¢
szkolenia poprzez test sprawdzajacy, rozmowe z pracownikami, obserwacje ich pracy.
Zakres tematyczny szkolen zazwyczaj dotyczy wymagan standardu, w tym wymagan
podstawowych, wymagan prawnych, wymagan klientow, wymagan eksportowych,
technologii zywnosci, zagrozen w zywnosci, food defence, autentycznosci zywnosci,
procedur zakladowych, ale tez wynikéw audytow klientowskich, certyfikujacych,
wewnetrznych i urzegdowej kontroli zywnosci.

Wymagania prawne odnosza si¢ do koniecznosci posiadania przez pracownikow
swiadomosci wplywu na zywnos¢ i jej bezpieczenstwo. Wymagania prawne zawarte
sa w rozporzadzeniu WE 852/04 w zalgczniku II, rozdziat XII — szkolenie.

6.13. Systemy jakosci i bezpieczenstwa zywnos$ci a ULW

Zgodnie z prawem, ULW nie ma koniecznos$ci dostgpu do dokumentacji systemu
jakosci i1 bezpieczenstwa zywno$ci. Czasem w nadzorowanym zakladzie prowadzi
si¢ podwdjng dokumentacj¢ — jedng dla ULW a drugg dla jednostki certyfikacyjnej
i klientow. Wynika to czasem z tego, ze zaktad nie chce pokaza¢ tego co ma zrobione
»~ponad standard”. Zaklad z wdrozonym i certyfikowany standardem BRC Food,
IFS Food czy systemem FSSC 22000 to zaktad ,,bezpieczniejszy” dla ULW, gdyz
nadzoruje zdecydowanie wigcej procesoOw 1 wymagan niz tylko te wymagane przez
prawo. Prowadzi wigcej zapisow, ma wigcej procesow opisanych w procedurach
1 instrukcjach i czgsto po opublikowaniu nowych wytycznych prawnych taki zaktad
ma te wymagania juz wdrozone.

Czesto wymagania klientow pokrywajg si¢ z wymaganiami eksportowymi — tatwiej
zatem takiemu zaktadowi przygotowac si¢ do kontroli zwigzanej z nadaniem uprawnien
eksportowych i skuteczniejsza/tatwiejsza jest kontrola takiego zaktadu — tez ze wzgledu
na wyzszy poziom swiadomosci zwigzanej z bezpieczenstwem i jakoscia zywnosci
oraz ze $wiadomoscia, iz rozumieniem oraz znajomoscia przepisdw prawnych.

Innym ,,sojusznikiem” ULW, moze by¢ jednostka certyfikujaca, ktéra ma obowigzek
reagowaé na zawiadomienia o nieprawidtowosciach, a zatem w trudnych sytuacjach
mozna zwracaé si¢ do takiej jednostki z prosbg o mediacje. Przykltadem moze by¢
sytuacja, kiedy sa wycofania produktu z rynku np. z powodu zawartos$ci bakterii
chorobotworczych w produktach. Zdarza si¢, ze zanieczyszczenie nie pochodzi
z zaktadu certyfikowanego tylko od dostawcy. Przy powtarzajacych si¢ wycofaniach
jednostka certyfikujaca moze wptynac¢ na zaklad i na dostawce zaktadu pod grozba
utraty/zawieszenia certyfikatu, co z kolei moze grozi¢ zerwaniem kontraktow
handlowych. Ryzyko zwiazane z utratg klienta i rynku zbytu zazwyczaj jest realng
grozba i powoduje skuteczne wdrozenie dziatan sprzyjajacych zapobieganiu kolejnym
wycofaniom nakazanym przez Inspekcje Weterynaryjna.

7. Podsumowanie

Na podstawie przeprowadzonej analizy poréwnawczej w zakresie obowigzujacych
regulacji prawnych z wymaganiami podstawowymi standardu BRC Food wydanie 8
mozna przyjac, ze:
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* standardy dotyczace jakoSci i bezpieczenstwa zywnos$ci zawierajg szerszy
wachlarz wymagan niz wymagania prawne;

» wymagania standardow mogg pokrywac si¢ (czgsciowo) z wymaganiami krajow
trzecich (USA, Izrael, Kanada, Japonia oraz inne);

» w zaktadach z certyfikowanymi systemami zazwyczaj wystgpuje wyzszy poziom
wiedzy pracownikow oraz wyzszy poziom $wiadomosci pracownikow i wlascicieli;

» zaktad prowadzi wiecej dokumentacji, ma wigcej procedur, instrukcji i zapisow
dokumentujacych ich realizacje.

Wiedza i umiejg¢tnosci zgromadzone w zakladzie posiadajacym certyfikowany
system jako$ci i bezpieczenstwa zywnosci moze utatwic prace Urzedowemu Lekarzowi
Weterynarii.
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Jak certyfikowane systemy jakosci i bezpieczenstwa zywnosci wspieraja prace
Urzedowego Lekarza Weterynarii?

Streszczenie

W dbaniu o bezpieczenstwo zywnosci pochodzenia zwierzgcego prawo przewiduje udzial nadzoru
wilascicielskiego oraz nadzoru weterynaryjnego. Oba te nadzory reguluja stosowne rozporzadzenia unijne
i oba w kazdym zaktadzie produkujacym zywno$¢ powinny by¢ realizowane. Dodatkowo zainteresowang
strong w obrocie gospodarczym sg klienci nabywajacy wyroby zaktadu spozywczego. Klienci ci cheg
mie¢ potwierdzenie jakosci i bezpieczenstwa zywnosci oraz wdrozenia obu form nadzoru. Dowodem na
istnienie pouktadanego systemu jakosci i bezpieczenstwa zywnosci sg wdrozone i certyfikowane systemy,
takie jak: BRC Food, IFS Food oraz FSSC 22000 czy w mniejszym stopniu ISO 22000.
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Wymagania tych systemow bazuja na obligatoryjnym systemie HACCP oraz wymaganiach prawa.
Zawierajg takze mocno rozbudowane wymagania wzglgdem dobrych praktyk (higieniczna, produkcyjna,
dystrybucyjna), a takze dotyczace utrzymania systemu i nadzoru nad nim. Cz¢$¢ z tych wymagan pokrywa
si¢ z wymaganiami prawnymi, cz¢$¢ wystepuje w wymaganiach krajow trzecich — co jest istotne, jesli
producent berze udziat w obrocie migdzynarodowym.

Celem pracy jest pokazanie wymagan standardow dotyczacych jako$ci i bezpieczenstwa zywnosci, ktore
moga wspomoc i ulatwic pracg urzedowego lekarza weterynarii. Metoda pracy byta analiza porownawcza
wymagan prawnych, wymagan standardéw oraz danych literaturowych.

Na podstawie wykonanej pracy mozna stwierdzi¢, ze znajomosc¢ standardéow dotyczacych bezpieczenstwa
zywnosci 1 jako$ci moze stanowi¢ znaczace utatwienie w pracy urzedowego lekarza weterynarii.

Stowa kluczowe: systemy jakoS$ci, urzedowy lekarz weterynarii

How do certified quality and food safety systems support the work of the Official
Veterinarian?

Abstract

The carry for food safety of animal origin, the law provides for the participation of owner supervision
and veterinary supervision. Both of these oversights are governed by relevant EU regulations and both
should be implemented in every food-producing establishment. Additionally, buyers purchasing food
plant products are interested parties in business transactions. These clients want to have confirmation of
food quality and safety and the implementation of both forms of supervision. Evidence of the existence
of a structured food quality and safety system are implemented and certified systems such as: BRC Food,
IFS Food and FSSC 22000 or, to a lesser extent, ISO 22000.

The requirements of these systems are based on the obligatory HACCP system and legal requirements.
They also contain very extensive requirements for good practices (hygiene, production, distribution),
as well as for system maintenance and supervision. Some of these requirements is similar than legal
requirements, some occur in the requirements of third countries — which is important if the manufacturer
participates in international trade.

The purpose of the work is to show the requirements of standards regarding food quality and safety, which
can support and facilitate the work of an official veterinarian. The method of work was a comparative
analysis of legal requirements, requirements of standards and literature data.

Based on the work done, it can be concluded that knowledge of food safety and quality standards can
significantly facilitate the work of an authority veterinarian.

Keywords: quality management systems, authority vetrinian
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Badanie jakoS$ci nasienia
z wykorzystaniem systemu CASA

1. Wstep

Ocena jako$ci plemnikow jest uwazana za niezastgpiong czg¢$¢ standardowych
rutynowych analiz laboratoryjnych w diagnostyce ptodnosci nie tylko mezczyzn
ale rowniez samcow roznych gatunkow zwierzat. W dziedzinie biologii reprodukcji
bardzo wazna jest znajomosc¢ i dostepnosé metod, ktére pozwolg na oceng zdolnosci
rozrodczej samcow.

W wigkszo$ci laboratoriow stosuje si¢ konwencjonalne manualne metody analiz
nasienia. Stuza one do oceny obj¢tosci nasienia, liczby plemnikow, ruchliwosci
i morfologii. Sg one jednak podatne na duza subiektywno$¢ i zmienno$¢ zalezng od
obserwatora oraz brak standaryzacji[ 1-3]. Wyzwanie polega na przeprowadzeniu jednej
doktadnej oceny wymienionych wyzej parametréw nasienia. Pomimo powszechnego
stosowania metody manualne nie sg idealne do uniwersalnego okreslania jakosci
nasienia. Dlatego tez szerokim zainteresowaniem ciesza si¢ systemy elektroniczne
lub systemy wielowymiarowego obrazowania. Umozliwiaja one na zdobywanie
obiektywnych informacji o ruchu plemnikow oraz ich morfologii [4]. Zautomatyzowane
systemy do badan jako$ci nasienia, powszechnie nazywane CASA (,,computer-aided
sperm analysis” or ,,computer-assisted sperm analysis”) pozwalajg na zilustrowanie
oraz zdefiniowanie wielu warto$ci opisujacych ruch oraz morfologie kazdego
plemnika. Ponadto badane s3 nowe parametry, ktore maja pomodc scharakteryzowac
jako$¢ nasienia. Obecnie na rynku dostepnych jest kilkanascie systemow CASA
stluzacych do analizy nasienia zwierzat. Sa to oprogramowania zaréwno komercyjne,
prywatne, jak i darmowe, ogélnodostgpne umozliwiajace wprowadzanie zmian
1 wlasnych ustawien. Nie beda one szczegdtowo omawiane w tym artykule ze wzgledu
na szybka dezaktualizacje dostgpnych informacji wynikajaca z ciagltego rozwoju
systemow CASA. Niniejsza praca prezentuje zasady funkcjonowania i mozliwosci,
jakie systemy CASA daja w badaniach nad jako$cig nasienia zwierzat.

2. Parametry jakoSciowe nasienia

Do gtéwnych parametrow jakosciowych nasienia zaliczane sg m.in.: koncentracja
(liczba plemnikow w danej objetosci probki), objetos¢ oraz ruchliwo$¢. Parametry
te sa podstawowymi cechami, na podstawie ktérych optymalizuje si¢ ilos¢ nasienia
uzywanego do zaptodnienia. Dodatkowo bada si¢ réwniez zabarwienie, zapach, pH,
oraz konsystencje. Analiza morfometryczna polega na pomiarze dlugosci, szerokosci,
powierzchni i obwodu glowy plemnikawykonanym na wybarwionych rozmazach.
Czgsto koncentracja lub catkowita liczba plemnikow sa nie tylko skladnikiem
oceny jakos$ci nasienia, ale rowniez posrednim parametrem mogacym wspomagac

! ludmila.kolek@golysz.pan.pl, Polska Akademia Nauk Zaktad Ichtiobiologii i Gospodarki Rybackiej
w Gotyszu.
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monitorowania zdrowia zwierzat. Obecnie duza uwage przywigzuje si¢ do parametréw
ruchowych nasienia, w tym w szczegdlnosci do ruchliwosci plemnikow, ich predkosci
oraz trajektorii ruchu. Innym waznym narz¢dziem pozwalajacym ocenic¢ jako$¢ nasienia
jest analiza morfologii plemnikow. U prawidtowo poruszajacych si¢ plemnikéw moze
wystepowac nieprawidtowa morfologia uniemozliwiajaca dojscie do zaplodnienia
komorki jajowej. Podczas analizy morfologicznej ocenie podlega glowka plemnika
i integralno$¢ akrosomu, wstawka oraz witka. W plemnikach ssakéw ocenie podlega
rowniez wakuolizacja. Badanie moze obejmowac rowniez integralno$¢ plemnikowego
DNA. Informacje dotyczace morfologii plemnikoéw (w szczegolnosci glowki) sg wazne
w badaniach jakosci nasienia buhajow, trykow czy ogierow, dla lekarzy weterynarii
przeprowadzajacych inseminacje oraz w badaniach toksykologicznych.

Wybdr odpowiednich parametrow powtarzalnymi, szybkimi i czulymi metodami
jest trudny i budzi coraz wigksze obawy, poniewaz coraz wigcej wiadomo o tym,
ze standardowe parametry nasienia, takie jak ruchliwo$¢, morfologia i koncentracja
plemnikdéw sa niewystarczajace, nie tylko do przewidzenia ptodnosci, ale nawet do
identyfikacji bezptodnych osobnikow [5, 6]. W badaniach przeprowadzonych przez
Gadea i in. [5] mierzono miedzy innymi takie parametry jak objetos¢, koncentracja,
liczba plemnikow czy ich ruchliwo$¢. Tylko w przypadku ostatniego z wymienionych
parametréw wykazano statystycznie istotng korelacje z wynikami zaptodnienia. Z kolei
Keegan i in. [6] wykazali, ze parametry rozrodcze notowane przy wykorzystaniu
nasienia z teratozoospermig nie roznity si¢ od parametréw rozrodczych obserwowanych
dla nasienia ocenionego jako prawidtowe.

Oprocz powyzszych parametrow jakosciowych nasienia, istotng cechg jest zdolnos¢
plemnikéw do reagowania na mechanizm ukierunkowujacy ich przemieszczanie
si¢ w stron¢ oocytu. W ostatnich latach stato si¢ jasne, ze plemniki ssakow musza
by¢ prowadzone w celu dotarcia do komorki jajowej. Do tej pory zaproponowano
trzy r6zne mechanizmy: termotaksje¢ [7, 8], reotaksje [9, 10] i chemotaksje [11-13].
Kazdy z tych mechanizméw jest odpowiedzia na okreslony bodziec, odpowiednio:
gradient temperatury, przeptyw plynu i gradient stezenia. Nie mozna wykluczy¢,
ze ruch ukierunkowany w stron¢ oocytu moze wynika¢ z kombinacji kilku tych
mechanizmoéw [14]. Zatem badanie reakcji nasienia na te mechanizmy moze by¢
pomocne w przewidywaniu zdolno$ci do zaplodnienia na podstawie danej probki
nasienia.

Badania przeprowadzane w ostatniej dekadzie wskazuja, ze sukces zaptodnienia
mozna w duzej mierze przypisa¢ wlasciwosciom funkcjonalnym plemnikow.
W zwigzku z tym opracowano szereg badan in vitro w celu monitorowania
kluczowych aspektéw funkcji plemnikéw: ich zdolnosci do przystosowywania si¢ do
zmieniajacych si¢ warunkéw osmotycznych, wigzania si¢ z nablonkiem jajowoddw
oraz do przeprowadzania kapacytacji w odpowiedni i terminowy sposob. W ostatnich
latach coraz wigksza uwage zwraca si¢ na testy zwigzane z procesem uzdatniania
(kapacytacji) jako bezposredniego prekursora zaptodnienia (penetracji oocytu). Istotny
jest rowniez fakt, ze droga do zaptodnienia komorki jajowej prowadzi przez szereg
zmieniajacych si¢ warunkow, jak na przyktad zmiana ze sSrodowiska hiperosmotycznego
na izoosmotyczne podczas ejakulacji, kontakt z moczem czy woda (w przypadku ryb,
u ktorych wystepuje zaptodnienie zewnetrzne), czy kontakt z ,,obcymi strukturami”
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jak komorki wienca promienistego czy ostonka przejrzysta komorki jajowej [15-17].
Logiczne zatem wydaje sie, ze analiza jakosciowa nasienia powinna obejmowac testy
reakcji nasienia na okreslone warunki §rodowiskowe zwigzane z calym procesem
zaptodnienia. Ostatnie badania z wykorzystaniem testow odpowiedzi nasienia na
zmiany Srodowiskowe ujawnity znaczng heterogennos¢ funkcjonalng u wszystkich
badanych gatunkow, nie tylko migdzy osobnikami i ejakulatami, ale takze w populacji
plemnikéw danego ejakulatu [18].

Przeprowadzanie badan wymienionych powyzej przy pomocy technik manualnych
jest utrudnione a w wielu przypadkach nawet niemozliwe. Wymagaja one uzycia
zaawansowanej aparatury wykonujacej analizy w sposob zautomatyzowany i ujedno-
licony. Woéwczas mozna mie¢ pewno$¢ uzyskania porownywanych i wiarygodnych
wynikow.

3. Manualne metody badania jakoSci nasienia

Manualne metody badania jako$ci nasienia odbywaja si¢ gtdéwnie z wykorzystaniem
mikroskopu. Koncentracja plemnikéw (mln/ml) obliczana jest przy pomocy komor
zliczeniowych [19, 20]. Najczesciej uzywane to komora Naeubauers’a, Leja oraz
komora Biirkera. Ruchliwo$¢ plemnikow (z wyjatkiem ruchu falowego) analizowana
jest po rozcienczeniu probek. Na podstaiwe predkosci plemnikéw opisuje sie
nastgpujace wzorce ruchliwosci: ruch postepowy, ruch bez progres;ji i brak ruchliwosci.

Morfologia plemnikéw, oceniana jako normalna Iub nieprawidtowa, oraz ich
zywotno$¢ analizowane sa po zabarwieniu preparatow z rozmazem nasienia [21].
Podczas barwienia wykorzystuje si¢ przepuszczalnos¢ blony komoérkowej martwych
plemnikow, ktére pochtaniaja barwnik, dzigki czemu sg tatwe do odroznienia od
zywych komorek. Do barwienia stuzy na przyktad eozyna-nigrozyna [22]. W technice
tej eozyna pobierana jest przez martwe komorki, natomiast nigrozyna stuzy d barwienia
tla, aby zwigkszy¢ kontrast migdzy stabo zabarwionymi plemnikami a tlem. Inna
metoda, korzystajaca z biekitu anilinowego oraz eozyny B zostata opracowana przez
Casaretta [23]. Kolejne techniki wykorzystuja barwnik Giemsy [24], Spermac® [25],
opisang przez Bryan [26], mieszaning eozyny Y, fast green (FCF) i naphthyl yellow
do barwienia plemnikow ssakoéw. Z kolei barwienie oranzem akrydyny pozwala na
zbadanie integralnosci DNA plemnikéw [27].

4. Zautomatyzowane systemy badania jakoSci nasienia

Proby wykorzystania aparatu fotograficznego i kamery do $ledzenia oraz
skwantyfikowania ruchu plemnikéw zapoczatkowano w latach 70. XX wieku. Pod
koniec lat 70. po raz pierwszy zgloszono metode pozwalajaca na analize ruchu
pojedynczych plemnikéw na podstawie sekwencji zdje¢. Od tego czasu stopniowo
opracowywano komputerowa analiz¢ nasienia (CASA) pozwalajaca obiektywnie
oceni¢ parametry ruchliwos$ci plemnikéw [28]. Podstawowe kryteria kinetyki
plemnikdéw (cechy opisujace ruch plemnikdéw, a nie tylko proporcje komorek
ruchliwych do nieruchliwych), ktére stosujemy dzisiaj, wywodza si¢ z pracy
opisujacej mikrokinematografi¢ systemu dziatajacego z predkoscia nagrywania 50
klatek na sekundg¢ [29]. W 1992 WHO wydato 3 edycj¢ instrukcji laboratoryjnej, gdzie
przedstawiono trzyliterowa terminologi¢ (np. ALH, VCL itp.) i definicje zwigzane
z ruchem plemnikow. Uzgodniono réowniez doktadno$¢ wynikéw raportowania:
mierzone warto$ci, takie jak predkosci do 1 miejsca po przecinku czy proporcje jako
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warto$ci catkowite procentowe.

Rosnace =zainteresowanie zautomatyzowanymi systemami do analizy ruchu
plemnikéw ze strony $rodowisk naukowych przyczynito si¢ w latach 80 do
wprowadzenia na rynek pierwszych systemow CASA [30]. Na poczatku lat 90 Sperm
Motility Quantifier (SMQ) byl jednym z pierwszych systemow umozliwiajacych
rutynowg analiz¢ nasienia przy pre¢dkosci nagrywania 50 klatek na sekunde¢. Obecnie
systemy CASA obstugiwane sa przez urzadzenia pozwalajagce nagrywac obraz
w wysokiej rozdzielczosci 1 komputery o wyzszej mocy obliczeniowej. Funkcje
oprogramowania pozwalaja na zautomatyzowane lub interaktywne sterowanie
oswietleniem, zaawansowane filtrowanie i wychwytywanie rodzaju ruchu plemnikow,
wykrywanie witki, inteligentne $ledzenie kolizji oraz wprowadzenie fraktali jako
miary kinetycznej. Poprawa dokladnosci i precyzji pomiarow pozwolity sadzi¢, ze
na podstawie otrzymanych wynikow mozliwe bedzie doktadne przewidywanie
potencjalnej plodnosci samca (zwykle wyrazonej jako procent zaptodnionych samic
lub komoérek jajowych). Dzisiaj wigkszo$¢ naukowcdw uznaje to za niemozliwe ze
wzgledow biologicznych nasienia per se, wplywu samicy oraz innych probleméw
zwigzanych z pomiarem plodno$ci. Dlatego tez, zadaniem CASA jest umozliwienie
poréwnania jako$ci réoznych prob nasienia mierzonej w ten sam sposob. Niemniej
jednak CASA pelni wazna i rosnaca role w badaniu jako$ci nasienia sprzedawanego
do inseminacji bydta, koni lub §win oraz innych gatunkow, zwlaszcza o znaczeniu
gospodarskim 1 hodowlanym.

Obecnie, dzigki opracowaniu podstawowych norm dla wszystkich laboratoriow
medycznych (ISO 15189: 2007), CASA z narzedzia badawczego zaprojektowanego
do analizy ruchliwosci plemnikow zaczelo by¢ uzywane do automatycznej analizy
nasienia ludzkiego na potrzeby kliniczne.

Podstawowa zasada funkcjonowania dostgpnych na rynku systemow CASA opiera
sie na: (a) zapisywaniu nastepujacych po sobie sekwencji obrazéw zawiesiny nasienia,
(b) wykrywaniu obiektoéw na podstawie natezenia pikseli w klatce lub rozproszenia
$wiatta, (c) uzyciu specjalistycznego oprogramowania generujagcego pozadane
informacje. Systemy dostarczajg informacje w formie wartosci liczbowych opisujacych
ruch lub morfologi¢ kazdego plemnika. Sposob poruszania si¢ plemnikow jest
szczegdtowo zdefiniowany poprzez specyficzne parametry, natomiast przekroczenie
ustalonych wartosci progowych predkosci decyduje o kwalifikowaniu poszczegdlnych
plemnikoéw jako ruchome lub nieruchome. Doktadno$¢ pomiaréw jest zalezna od
oprogramowania systemu, jednak wartos¢ wyjsciowa ruchu plemnikow zalezy od ich
koncentracji, od medium, w ktérym zawieszone sa plemniki oraz od wczesniejszego
traktowania probki nasienia, czyli pobierania, czy czasu i warunkoéw przechowywania.
Znaczenie ma rowniez glgboko$¢ komory pomiarowej. Jej ograniczony rozmiar
moze znieksztalca¢ ruchy plemnikow. Nalezy mie¢ na uwadze, ze plemniki ré6znych
gatunkow zwierzat r6znia sie od siebie rozmiarem, ksztattem, czestotliwoscia ruchow
witki itp. Maja zatem r6zna predkosc i sposob poruszania si¢. Dlatego bardzo wazna
jest optymalizacja ustawien systemu, indywidualnie dla danego gatunku.

Oproécz parametrow ruchowych niektore systemy CASA pozwalajg na rownolegta
analiz¢ morfologiczng nasienia. Umozliwiaja one wykrywanie obecnosci wakuol
cytoplazmatycznych, zgie¢ czy innych wad w obrebie wstawki czy witki plemnika.
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Wigkszo$¢ systemoéw CASA moze rowniez ocenia¢ integralnos¢ blony plazmatycznej
plemnika po ekspozycji na barwniki fluorochromatyczne. Z kolei uprzednie
wybarwienie suchych preparatow nasienia pozwala na wykorzystaniec CASA do
analizy integralnos$ci akrosomu, morfologii gléwki plemnika, wstawki czy witki.

5. Elementy i zasady dzialania systemu CASA

5.1. Optyka i rejestracja obrazu

Obraz plemnika w ptaszczyznie pola mikroskopu sktada si¢ z wielu bardziej
lub mniej intensywnych punktéow tworzacych tzw. sfer¢ dyfrakcyjna. Obiektyw
mikroskopu tworzy usredniony obraz, ktory jest rejestrowany przez detektor (uktad
matrycowy). Detektor ma za zadanie wykry¢ punkt srodkowy kazdej sfery dyfrakcyjne;j
i rejestrowac jej przemieszczanie si¢. Analiza ruchu plemnikéw odbywa si¢ zazwyczaj
przy czasie ekspozycji 0,02 sekundy i czestotliwosci minimum 50 klatek na sekundg.
Szybkos$¢ robienia zdje¢ i czas trwania ,,sceny” (np. 50 klatek na sekunde¢ przez 0,5
sekundy) wptywa na wynik pomiaru ruchu plemnika, ktéry system rejestruje jako
przemieszczanie si¢ danego punktu miedzy kolejnymi klatkami lub podczas calej
sceny. Do analizy morfologicznej wykorzystuje si¢ zwykle jedng lub dwie klatki
nagrania, chociaz w niektorych systemach ocena morfologii plemnikow jest wynikiem
$redniej ze wszystkich analizowanych klatek danego nagrania.

O jako$ci nagrania i pomiaru decyduje uzycie odpowiedniego o$wietlenia.
Komercyjnie dostgpne systemy zapewniaja szerokopasmowe oswietlenie w zakresie
widzialnym (390-700 nm) lub oswietlenie waskopasmowe uzyskane za pomoca filtréw
lub LED. Analiza ruchu w $wietle widzialnym odbywa si¢ przy uzyciu obiektywu
z negatywnym (lub pozytywnym) kontrastem fazowym. Istnieja rowniez systemy
wykorzystujace o$wietlenie bliskie podczerwieni (np. 880 nm). Wigkszos¢ systemow
oferuje rowniez ultrafiolet do wzbudzania barwnikéw fluorochromowych. Istnieja
systemy wykorzystujace pulsacje o$wietlenia, co pozwala uniknaé¢ koniecznosci
stosowania duzej predkosci migawki w kamerze oraz ogranicza ekspozycje nasienia
na szkodliwe oswietlenie ultrafioletowe. Fluorescencyjne oswietlenie jest rowniez
stosowane w niektorych systemach do oceny nasienia barwionego jednym do trzech
fluorochromoéow w celu wykrycia uszkodzen btony komorkowej lub akrosomu. Dla
oceny morfologii nasienia, niektére systemy stosujg kontrast fazowy lub mikroskop
interferencyjno-polaryzacyjny (bezbarwna nasienie, preparat na mokro), podczas
gdy inne systemy uzywaja optyki jasnego pola (zabarwione probki). Jesli system
jednoczes$nie dokonuje analizy ruchu i morfologii nasienia, woéwczas stosuje si¢
kombinacje wyzej wymienionych rozwigzan .

5.2. Przygotowanie probki i warunki pomiaréw

Plemniki sg zwykle badane po standardowym rozcienczeniu w ztozonym buforze
lub prostym roztworze soli fizjologicznej. Zadne medium nie jest podobne pod
wzgledem lepkosci lub st¢zenia bioaktywnych jonow lub czgsteczek do pltynow,
na jakie plemniki sg narazone w czasie drogi w kierunku komorki jajowej [31-35].
Warunki te, jak réwniez komora, w ktorej umieszczony jest preparat w czasie analizy,
wplywaja na funkcje nasienia. Komora pomiarowa ma zwykle gtebokos¢ od 10 do 20 um. Jej
wymiar powinien ogranicza¢ mozliwo$¢ poruszania si¢ plemnikow w gore i w dot,
poniewaz taki ruch utrudnia utrzymanie ostro$ci obrazu. Oznacza to jednak, ze
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plemniki nie moga poruszac si¢ w sposob swobodny, typowy dla danego gatunku. Dla
przyktadu, plemnik buhaja dla nieograniczonych spiralnych ruchéw witki wymaga
12 um w kazdym kierunku przestrzeni [31, 36]. Ponadto, blisko$¢ powierzchni wptywa
na predkos¢ 1 sposéb poruszania si¢ plemnikow, ktoére maja tendencje do przylegania
do powierzchni [37-39]. Przyczyna tego zjawiska lezy prawdopodobnie w napieciu
powierzchniowym [40]. Zauwazono rowniez, ze plemniki plywaja w inny sposob
w typowej 20 um komorze niz na konwencjonalnym szkietku.

Warunki wynikajgce z uzywania komory pomiarowej wptywaja rowniez na wynik
pomiaru koncentracji plemnikow. Ze wzgledu na uzywanie kapilar do naktadania
prob nasienia na komore plemniki sg nierdbwnomiernie rozlokowane w mm?® objetoSci
ptynu. Po natozeniu probki na komorg plemniki poruszaja si¢ poprzecznie w strone
$cian komory. Zjawisko to zalezy do lepkosci zawiesiny oraz np. rozmiaru plemnikow
[38]. Wplyw nierownomiernego rozktadu plemnikow na pomiar koncentracji
nasienia mozna zminimalizowaé zawsze ustawiajac obraz wzdhuiz srodkowej dtugiej
osi komory oraz poprzez zastosowanie wspotczynnika korygujacego zaleznego od
lepkosci medium i wymiarow komory [38, 39]. Niektore programy automatycznie
uwzgledniaja wspotczynnik korygujacy dla okreslonej komory.

5.3. Analizy przeprowadzane z uzyciem CASA

Systemy CASA opisuja predkosc 1 sposob poruszania si¢ plemnikow za pomoca
warto$ci liczbowych. Wynikiem analizy jest zestaw kilku parametrow oznaczonych
wedlug ogodlnie zaakceptowanego wzorca. Do podstawowych parametrow naleza:
procent ruchliwych plemnikéw (MOT), predko$¢ krzywoliniowa (VCL) — dystans
przebyty w czasie 1 sekundy; predkos¢ liniowa (VSL) — predkos¢ obliczana na
podstawie przebytej trasy i czasu potrzebnego na dotarcie od punktu 0 do punktu
koncowego; srednia predkos¢ Sciezki (VAP) — srednia predkos¢ obliczana na podstawie
catosci przebytej trasy; liniowos$¢ $ciezki krzywoliniowej (LIN) — warto$¢ obliczana
na podstawie stosunku VSL do VAP; wspoélczynnik kotysania (WOB) — wartos¢ tego
parametru obliczana jest na podstawie VAP/VCL; wspotczynnik ruchu prostoliniowego
(STR), $rednia i maksymalna amplituda bocznego przemieszczenia gtowy (ALH),
czestotliwose kotysania gtowki plemnika (BCF) — czestotliwosc, z jaka VCL przecina
VAP. Terminologi¢ wymienionych parametrow CASA przedstawiono na rysunku 1.
Dodatkowo, do niektérych systeméw wprowadzono dodatkowe parametry, jak na
przyktad: taniec (DNC), $rednie przesuniecie katowe (MAD) czy ,,wymiar fraktalny”
(FD), ktory najlepiej stuzy do charakteryzowania tzw. hiperaktywowanej ruchliwosci
i ogolnej struktury trajektorii [41]. Wartosci dla kazdego plemnika, zestawione dla
wszystkich badanych pol, sa podsumowane i usrednione dla ponad 500 plemnikéw,
a najlepiej ponad 1000 plemnikéw na probke.
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Rysunek 1. Ilustracja przedstawiajaca terminologic CASA. Szara strzatka wskazuje kierunek, w ktorym
porusza si¢ plemnik (czarny punkt). Opracowanie wlasne na podstawie [50]

Analizy morfologii plemnikow, np. badajace integralno$¢ btony komorkowej,
opieraja si¢ na identyfikacji koloru wczesniej zabarwionych komorek. Program
zlicza liczbe np. zielonych i czerwonych komoérek w danym obrazie 1 kazdg komorke
identyfikuje jako zywotng (zielong) lub niezywotna (czerwong). Podobna zasada
dziatania obowigzuje podczas badania innych elementéw morfologicznych plemnikow
w zabarwionych preparatach.

Niektore programy do analizy morfologii oferujg mozliwos¢ klasyfikacji wizualnej,
ale walidacja wynikow opiera si¢ na podstawie subiektywnych obserwacji i opisow.
Obiektywna analiza polega na pomiarze dtugosci i szerokosci gtowki (catkowita liczba
pikseli) oraz jej obwodu [42]. Umozliwia to obliczenie eliptyczno$ci, wydtuzenia,
pofaldowania czy regularnosci ksztaltu glowy plemnika oraz analiz¢ ksztattu
i integralno$ci akrosomu [43, 44].

Najnowsze systemy umozliwiajag porownywanie plemnikow w probce nasienia
réznych samcéw w tym samym czasie. Przygotowane proby zawiesiny nasienia
umieszczane sg w 1-3 komorach. System analizuje od 3 do 8 po6l w kazdej
komorze i w kazdym polu fotografuje ponad 100 plemnikéw, z ktérych kazdy jest
opisywany indywidualnie. Plemniki prezentujace zblizone cechy przydzielane sg do
poszczegolnych subpopulacji, r6éznigcych si¢ migdzy soba odmiennymi wzorcami
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ruchu. Wyniki uzyskane dla kazdego plemnika w subpopulacji sg sprowadzane do
jednej wartosci przy uzyciu odpowiedniego programu obliczeniowego lub poprzez
usrednienie warto$ci dla wszystkich probek, komor 1 pol. Tego typu analizy maja
zastosowanie miedzy innymi podczas badan toksykologicznych oraz testowania
mediow majacych imitowaé $rodowisko wewnatrz macicy, plazme¢ nasienia, czy
bufory imitujgce ptyn jajowodowy lub aktywujace plemniki (u ryb).

Istniejg rowniez moduty CASA umozliwiajace badanie chemotaksji [41]. Plemniki
umieszczone sg w jednym zbiorniku a przypuszczalny chemoatraktant w innym
przytaczonym zbiorniku w taki sposob, ze plemniki mogg porusza¢ si¢ w kierunku
chemoatraktanta lub nie. Ocena reakcji plemnikoéw na uzyta substancj¢ dokonywana
jest w oparciu o catkowitg liczbe przemieszczen zarowno w kierunku chemoatraktanta,
jak 1 w inng strong. Po zidentyfikowaniu wszystkich $ciezek w nagranym filmie
program dostarcza informacji o odsetku przemieszczen skierowanych w kierunku
badanej substancji w stosunku do tych, ktore nie wskazujg tego ruchu.

5.4. Przewidywanie sukcesu rozrodczego na podstawie parametrow
CASA

Mimo iz CASA dostarcza ogromne ilo$ci informacji na temat jakosci badanego
nasienia nadal nie mozna jednoznacznie powigza¢ parametréw ruchowych z innymi
wlasciwosciami plemnikow, ktorym przypisuje si¢ zwigzek z plodnoscig samca.
Pozostaje jeszcze wiele do tej pory niezidentyfikowanych wiasciwosci nasienia
majacych wptyw na zdolnos$ci zaptadniajace plemnikow. Przeprowadzone dotychczas
badania dajg r6znorodne rezultaty. Larsen i in. [45] zbadali, czy parametry ruchliwos$ci
CASA moga uzupehia¢ informacje dotyczace jako$ci nasienia w odniesieniu do
ptodnosci populacji ogdlnej mezczyzn. Na podstawie wynikow wywnioskowali oni,
ze koncentracja plemnikow, catkowita liczba plemnikéw oraz procent ruchliwych
plemnikow sg najbardziej znaczgcymi parametrami w przewidywaniu ptodnosci u ludzi.

Wynikiuzyskane przezNagyiin.[46] podczas analizy korelacji pomiedzy ptodnoscia
a parametrami ruchowymi nasienia u buhajow wskazuja, ze VAP jest najbardziej
uzytecznym parametrem mogacym mie¢ kliniczne zastosowanie w badaniu ich
ptodnosci. W badaniach poswigconych ptodnosci u jezowcow [47] wskazano, ze VSL,
VCL oraz VAP s3 silnie skorelowane z wynikami zaplodnienia, z czego najsilniejsza
korelacje wykazuje VAP. Inne badania, opisane przez Love [48], wykazaly, ze procent
plemnikéw ,,morfologicznie prawidlowych” oraz procent ruchliwych plemnikow
sa skorelowane z ptodnoscia ogierow. Podczas gdy Giannoccaro i in. [49] sugeruja,
ze jednoczesna ocena roznych parametréw jakosciowych plemnikéw za pomoca
cytometrii przeptywowej i CASA, moze pozwoli¢ na uzyskanie szczegétowych
i powtarzalnych ocen jakosci nasienia u ogierow w programach selekcji hodowlane;j.

6. Podsumowanie

CASA ma ogromny potencjat jako narzgdzie badawcze, w analizach klinicznych
u ludzi, produkcji zwierzecej i toksykologii reprodukcyjnej. Systemy te sa nadal
testowane i dostosowywane do zrdéznicowanych potrzeb laboratoriow. Wprowadzane
sg testy funkcjonalnej jako$ci nasienia, ktore majg za zadanie pomagac¢ w ilosciowym
okresleniu ptodnosci, a nie wylacznie mierzy¢ opisowe parametry nasienia. Ciggle
ulepszenia technologii CASA dotycza gtownie analizy morfologii plemnikow, a takze
wlaczania modutéw do testow funkcji nasienia. Obecne trendy w usprawnieniu
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CASA celuja w zapewnienie wickszego znaczenia klinicznego w analizie nasienia
poprzez zintegrowanie automatycznej analizy parametréw nasienia i oceny czynnos$ci
nasienia, a nawet powigzanie z molekularnymi i biologicznymi aspektami analizy
nasienia. Tego rodzaju podejscie ma rowniez zastosowanie w hodowli w celu lepszego
przewidywania ptodnosci zwierzat.
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Badanie jakoS$ci nasienia z wykorzystaniem systemu CASA

Streszczenie

Ocena jakosci plemnikéw jest uwazana za niezastapiong cze$¢ standardowych rutynowych analiz
laboratoryjnych w diagnostyce ptodnosci nie tylko mezczyzn, ale roéwniez samcow réznych gatunkow
zwierzat. W dziedzinie biologii reprodukcji bardzo wazna jest znajomo$¢ 1 dostgpnos¢ metod, ktdre
pozwola na oceng zdolnosci rozrodczej samcow. Pomimo powszechnego stosowania metody manualne nie
daja gwarancji uzyskania obiektywnych i powtarzalnych wynikow przeprowadzanych analiz. Dlatego tez
szerokim zainteresowaniem ciesza si¢ zautomatyzowane systemy do badan jakosci nasienia, powszechnie
nazywane CASA. Pozwalaja one na zilustrowanie oraz zdefiniowanie wielu wartosci opisujacych ruch
oraz morfologi¢ kazdego plemnika. Ponadto umozliwiaja one badanie wlasciwosci funkcjonalnych
plemnikdéw, reakcji nasienia na mechanizm ukierunkowujacy ich przemieszczanie si¢ w strone oocytu,
czy odpowiedzi nasienia na zmiany §rodowiskowe. Systemy dostarczaja informacje w formie warto$ci
liczbowych opisujacych ruch lub morfologi¢ kazdego plemnika.

CASA pelni wazna i rosngca rolg w badaniach toksykologicznych, w badaniu jakosci nasienia
sprzedawanego do sztucznego zaptadniania bydta, koni lub §win oraz innych gatunkow, zwlaszcza
o znaczeniu gospodarskim i hodowlanym, jak rowniez do analizy nasienia ludzkiego na potrzeby
kliniczne.

Stowa kluczowe: parametry jakoSciowe nasienia, zasady funkcjonowania CASA, metody badania jakosci
nasienia

CASA systems for sperm quality testing

Abstract

Assessment of sperm quality is considered to be an irreplaceable part of standard routine laboratory
analyzes in fertility diagnostics not only for men but also for males of various animal species. In the
field of reproductive biology, knowledge and availability of methods that will allow to assess male
reproductive capacity is very important. Despite being commonly used, the manual methods do not
guarantee obtaining objective and repeatable results. These are the reasons why automated sperm quality
testing systems, commonly referred to as CASA, gained such great popularity. They allow you to illustrate
and define many values describing the movement and morphology of individual spermatozoa. Also, they
can provide information on the functional properties of sperm, sperm reaction to the mechanism directing
their movement towards the oocyte, or response to environmental changes. Systems provide information
in the form of numerical values describing the movement or morphology of each spermatozoa.

CASA plays an important role in toxicological studies, in the study of the quality of semen sold for
assisted insemination of cattle, horses or pigs and other species, especially of economic and breeding
value, as well as for the analysis of human semen for clinical needs.Keywords: Please provide up to five
keywords which express the principal topics of the paper
Keywords: sperm quality parameters, basis of CASA operations, sperm quality assessment methods
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Ewa Siucinska'

Plastycznos¢ mozgu na przykladzie
kory barylkowej myszy

1. Wstep

Myszy wchodza we wzajemne interakcje wydaja przy tym rozne dzwieki
w zaleznosci od tego czy walcza, uciekaja, gonia, czy podejmuja inng dziatalno$¢.
Poréwnano ponad 111 000 pojedynczych wokalizacji z ponad 32 000 przyktadami
réznych zachowan wséréd myszy mieszanych grup samcoéw i samic umieszczonych
w komorze nagraniowej. W wielu przypadkach dominujacy pisk samca byt skierowany
na inng mysz na przyktad podczas poscigow [1]. Mysie oseski, jak i doroste osobniki
komunikujg si¢ poprzez ztozone wzorce wokalizacji ultradzwigkowej (USV) zaréwno
w kontekstach eksperymentalnych, jak i spotecznych. Uwaza si¢, ze zmienione wzorce
USYV mozna okresli¢ podczas fenotypowania behawioralnego mysich modeli ludzkich
zaburzen neurorozwojowych i neuropsychiatrycznych [2, 3]. Czego jeszcze ucza nas
myszy? Niniejszy przeglad koncentruje si¢ na plastycznosci mozgu wywotanej
doswiadczalnie przez deprywacje, deaferentacje, kompensacje i uczenie si¢ w oparciu
o model projekcji czuciowej z mechanoreceptorow wibrysowych pyszczka myszy do
barylek w pierwszorzgdowej korze somatosensorycznej (S1) (rys. 1) [4].

THALAMUs > B3

MID|LINE

TRIGEMINAL
NUCLEI

> TRIGEMINAL
GANGLION

Rysunek 1. Drogi potaczen z wibrys pyszczkowych myszy do reprezentacji czuciowej
w pierwszorzedowej korze somatosensorycznej S1. A. Pyszczek myszy z rzgdami wibrys A-E. Impuls
czuciowy z wibrys przechodzi przez zwoj trojdzielny (¢rigeminal ganglion), by dalej penetrowac
jadra nerwu trdjdzielnego (trigeminal nuclei) w pniu mozgu. Nastepnie wstega trojdzielng (lemniskus
trigeminalis) na poziomie mostu przekracza lini¢ sSrodkowa (midline) przechodzac na kontralateralna
strong mozgu biegnie do wzgorza (thalamus) i dalej do S1 [4]. B. Mikrofotografia przedstawia
barwienie z uzyciem barwnika Hoechst 33258 znakujace kore barytkowa. Litery A-E oznaczaja rzedy
barytek. Skrawek grubosci 40 um ciety tangencjalnie do powierzchni prawej potkuli mozgu myszy.
Kalibracja 100 um, a — przdd, p — tyt [opracowanie wlasne]

Wibrysy to dlugie wlosy zatokowe wyrastajace na pyszczku gryzoni, ktore sg
reprezentowane [1]: w jadrach nerwu trojdzielnego (trigeminal nuclei), [2]: we
wzgbrzu (thalamus) [3]: w barylkach 4 warstwy kory S1 Sciany barylki buduja
zgrupowania neuronow, a jej wnetrze wypetnia gtownie neuropil. Barytki uktadaja sie
w pigciu rzedach (A-E) tworzac pole barytkowe, tatwo wykrywalne histologicznie.
Kazda barytka oddzielona jest od sasiedniej przegroda — strefag uboga w komorki.

! e.siucinska@nencki.edu.pl, Instytut Biologii Do$wiadczalnej im. M. Nenckiego PAN, Pracownia
Neuroplastycznosci, ul. Ludwika Pasteura 3, 02-093 Warszawa.
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Drogi czuciowe, przenoszace informacj¢ z wibrys do kory S1 przechodza przez
jadro brzuszne tylne przysrodkowe wzgorza (nucleus ventralis posterior medialis)
(VPM) i przysrodkowa cze$C jadra tylnego wzgorza (nucleus posterior medialis)
(POm). Drogi czuciowe z dwoch stron pyszczka krzyzuja si¢ na poziomie wzgdrza
i w ten sposob informacja dociera do przeciwleglej potkuli mézgu. Droga wzgorzowo-
korowa (VPM-S1), przewodzi informacje zorganizowane w sposob somatotopowy
z pojedynczej wibrysy do pojedynczej barytki korowej [5-7]. Neurony VPM moga
rowniez przewodzi¢ pobudzenie z kilku wibrys do pojedynczej barytki korowej [8,
9]. Przegrody, ktorymi oddzielone sa od siebie barylki otrzymuja projekcje wiokien
wstepujacych z POm. Droga wzgérzowo-korowg (POm-S1), przewodzi z reguty
pobudzenie z wielu wibrys [10]. Kora S1 taczy si¢ z wigkszos$cia jader wzgorza za
posrednictwem witokien zstepujacych (korowo-wzgoérzowych). Drogi wstepujace
1 zstepujace razem tworzg wzgorzowo-korowa petle neuronalng. Widkna te zajmuja
wigkszo$¢ torebki wewnetrznej tworzac konary wzgdrza. Taki somatotopowy uktad
umozliwia precyzyjne zlokalizowanie zmian wywotanych modyfikacja doptywu lub
sity bodzca.

Zarowno gladzenie wibrys, jak i nieprzerwana stymulacja pobudza neurony
barytek [11]. Korowa reprezentacja pojedynczej wibrysy ma posta¢ kolumny, w ktorej
znaleziono wewnatrzkolumnowe potaczenia z komoérek warstwy 4 do warstw 2/3, 5,
6 [11-13]. Aktywnos$¢ wejscia z wielu wibrys do przegréod moze wptywac na pola
recepcyjne neurondow wewnatrz barytek [14]. Neurony warstwy 3 i1 4 reaguja na
bodzce podobnie [15] sa selektywne dla kierunku i uktadajg si¢ grupami formujacymi
podjednostki wewnatrz kolumny [16]. Stymulacja czuciowa wibrysy wywotuje
aktywacje warstwy 4 potem 5b. Nastepny etap obejmuje pobudzenie warstwy 3,
warstw 2/3 kolumn sgsiednich barylek i warstwy S5a wlasnej kolumny. Warstwa Sa
dziata rownoczesnie z warstwa 2. Znaleziono drogi poziomo rozprzestrzeniajacego si¢
pobudzenia w warstwach: 1-4 i 5b. Neurony warstwy 5 dostajg pobudzajace wejscie
z neuronoéw znajdujacych sie¢ w warstwie 4, 5, 6 sasiednich kolumn [17]. Zatem dobrze
poznana projekcja czuciowa wibrysy-baryltki zache¢ca do stawiania pytan dotyczacych
plastycznosci mozgu. ,,Plastycznos¢ uktadu nerwowego jest zdolnoscig do ulegania
trwalym zmianom strukturalnym i funkcjonalnym pod wpltywem przetwarzanych
informacji. Zjawisko plastycznoséci stanowi podloze uczenia si¢ i pamigci, zmian
rozwojowych oraz zmian kompensacyjnych po uszkodzeniach moézgu” [18]. Dzi$
wiemy, ze wiazg si¢ z nimi mechanizmy dzialania kwasu y-aminomastowego
(GABA) — neuroprzekaznika hamujacego [19, 20]. Przesledzmy je na prostym modelu
badawczym wibrysy-barytki [4].

2. Plastyczno$¢ wewnatrz i poza obrebem pola baryltkowego

Deaferentacja sensoryczna spowodowana uszkodzeniem nerwow czuciowych lub
mechanoreceptorow wibrysowych u nowonarodzonych gryzoni powoduje eliminacj¢
doptywu bodzcéw czuciowych do kory S1, co skutkuje pojawieniem si¢ plastycznosci
cytoarchitektonicznej, tj. plastycznosci, w ktorej obserwuje si¢ zmiany strukturalne
w polu barytkowym [4]. Plastycznos$ci cytoarchitektonicznej towarzysza: spadek
immunoreaktywnos$ci GABA [21], spadek wigzania [3H] muscimolu z receptorami
GABAA [22] i spadek liczby neurondéw immunopozytywnych wobec glutaminianu
[23].
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Deprywacja sensoryczna, ktora jest czasowym pozbawieniem zwierzgcia doplywu
bodzcow z mechanoreceptorow wibrysowych powoduje zmiany funkcjonowania
kolumn korowych powigzane z nienaruszong cytoarchitektoniczng strukturg
mozgu Plastycznos¢ funkcjonalna jest bardziej aktywna u zwierzat dorostych
niz u miodocianych. Przyczyna tego zjawiska jest niedojrzato$¢ mechanizméw
plastycznych dziatajacych w korze mozgu zwierzat mtodych. Cholinergiczne receptory
typu muskarynowego [24, 25], metabotropowe receptory adrenergiczne z podrodziny
B, pobudzajace glutaminianergiczne receptory jonotropowe NMDA (kwasu N-metylo-
D-asparaginowego) i AMPA (kwasu 2-amino-3-(3-hydroxy-5-metylizoxazol-4-yl)
propanowego) oraz glutaminianergiczne receptory metabotropowe majg niski poziom
wigzania w pierwszym tygodniu, a osiagaja ,.dojrzale wartosci” w koncu drugiego
i trzeciego tygodnia zycia myszy. Zjawisko to jest skorelowane z pojawieniem
si¢ plastycznosci funkcjonalnej, ktorg mozna wywota¢ przy pomocy deprywacji
sensorycznej [26].

U zwierzat dorostych obserwujemy plastycznos¢ kompensacyjng, ktora zachodzi
wewnatrz pola barytkowego. Chirurgiczne usunigcie rzedu wibrys (lezje) wywotuje
w ciggu 7 dni zmiany aktywnosci funkcjonalnej w polu barytkowym. Odwzorowanie
miejsc aktywnych mozgu przy pomocy techniki autoradiografii ['*C] 2-deoksy-D-glu-
kozy (2DG) [27] wykazato, ze odnerwiony przez uszkodzenie mechanoreceptorow ob-
szar kory jest w petni pobudzony przez rzad nieuszkodzonych wibrys. Obserwuje si¢
poszerzenie reprezentacji nieuszkodzonego rzgdu we wszystkich warstwach kory S1,
zatem lokalne odnerwienie jest szybko kompensowane poprzez aktywno$¢ sasiednich,
nieuszkodzonych projekcji czuciowych [28]. Zablokowanie receptorow NMDA
w korze S1 przez implantacj¢ syntetycznej zywicy Elvax® (DuPont Co., Wilmington,
Delaware) nasyconej, APV (DL-2-amino-5-phosphonovaleric acid) ogranicza
powstanie powyzszych zmian kompensacyjnych [29]. U zwierzat dorostych badanych
miesiagc po uszkodzeniu mechanoreceptoréw wibrysowych w deaferentowanym
obszarze kory S1 nie obserwowano spadku gesto$ci neuronow immunopozytywnych
dla GABA (GABA+) [21], a tylko przejsciowe spadki poziomu wigzania [*H] musci-
molu do receptordw GABA . Nietrwalo$¢ tych zmian jest skutkiem plastycznosci
zachodzacej w korze S1. Wydaje sie, ze przejSciowe zmniejszenie transmisji GABA-
ergicznej moze ulatwi¢ powstawanie zmian plastycznych w korze poprzez ulatwie-
nie otwarcia kanatu receptora NMDA. Po zaj$ciu zmian plastycznych, powodujacych
nowy rozktad pobudzenia w korze, osigga ona nowy poziom aktywnosci, zatem zanika
przyczyna regulacji w dot receptora GABA | [22].

Plastycznos¢ kompensacyjna jest obserwowana rowniez poza obrebem pola
barylkowego. U dorostego gryzonia usunigcie wszystkich wibrys prowadzi do
powiekszenia si¢ korowej reprezentacji siersci pyszczka normalnie potozonej na
zewnatrz reprezentacji wibrys. Co ciekawe, efekt ten obserwuje si¢ dopiero 60 dni po
operacji. Podobnie jak w przypadku lezji u dorostego osobnika okotonarodzeniowe
usunigcie wibrys pyszczkowych, z oszczgdzeniem jednej wibrysy, takze nie zapobiega
topograficznemu powigkszeniu si¢ funkcjonalnej reprezentacji mechanoreceptoréw
sierSci rosngcej pomiedzy wibrysami. Reprezentacje ocalatej wibrysy, jak
i mechanoreceptorow siersci znaleziono w warstwie 2/3, 4, 5 kory S1 [22], zatem
plastycznos$¢ kompensacyjna poza obrgbem pola barytkowego ma znacznie wolniejszy
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przebieg, by¢ moze, dlatego, ze projekcja aferentna niosaca informacje z siersci musi
przedostac si¢ do wysoko zintegrowanego systemu pola barytkowego kory S1 [21, 22].

3. Plastycznos$¢ indukowana warunkowaniem klasycznym

W awersyjnym warunkowaniu klasycznym — wibrysy-szok bodzcem warunkowym
jest stymulacja dotykowa rzedu B wibrys, bodZzcem bezwarunkowym szok elektryczny
podawany w ogon [30]. Badania 2DG wykazaly, ze w wyniku treningu wibrysy-szok
szeroko$¢ reprezentacji korowej stymulowanego rzedu wibrys w warstwie 4 1 3b
powickszyta sie. Obserwowana zmiana plastyczna zanika po 5 dniach. Procedura
wygaszania przyspiesza zanikanie zmiany. Pseudowarunkowanie, niec powodowato
zmiany szerokos$ci wyznakowania trenowanego rzgdu. Zatem trening wibrysy-szok
powoduje powstanie zmiany plastycznej, w ktorej bodzce aktywujace trenowany rzad
wibrys zyskuja wigksze znaczenie w ogdlnym wzorcu aktywnosci elektrycznej mozgu
[30]. Zablokowanie receptorow NMDA w czasie warunkowania przez implantacje
zywicy Elvax nasyconej, APV ogranicza powstanie powyzszej zmiany plastycznej
[31]. Co ciekawe, reprezentacje sasiednich rzedéw wibrys: A i C, zachowujg zdolnos¢
do typowej odpowiedzi na bodzce czuciowe. Szeroko$¢ i intensywnos¢ wyznakowania
2DG rzgdow barytek A, jak i rzedow C byty podobne w obu poétkulach. Intensywnos¢
wyznakowania odzwierciedla stan aktywnosci neuronéw w barylce. Jest on
uzalezniony od przekaznictwa wzgdrzowo-korowego impulsu pochodzacego z wibrys
oraz potaczen korowo-korowych dochodzacych z sasiednich barytek [9]. Zatem dwie
korowe reprezentacje mogg wspolistnie¢ w tej samej korowej przestrzeni i moga
by¢ aktywowane przez roézne sposoby stymulacji: [1]: przez stymulacje czuciowa,
[2]: przez trening wibrysy-szok, a powickszenie reprezentacji korowej w wyniku
warunkowania nie wywotuje redukcji reprezentacji sasiadujacej [32].

Anatomiczng podstawa do ujawnienia si¢ takich zmian moga by¢ wychodzace
z barylek potaczenia wewnatrzkorowe sgsiednich barylek [33] oraz zwigkszenie
gestosci neurondow GABA+ wewnatrz barytek rzedu C [34]. W skrawkach kory
preparowanych dobg od zakonczenia treningu zaobserwowano, ze [1]: potencjaty
polowe wywotane stymulacja potaczen wewnatrzkolumnowych, prowadzacych
z warstwy 6 do 4 w obrebie kolumny odpowiadajacej wibrysie stymulowanej w czasie
treningu, wykazuja zmniejszong amplitude, jak rowniez ulegajg stabszej krotkotrwatej
depresji w czasie stymulacji serig bodzcow o czgstotliwosci 40 Hz, [2]: potencjaly
polowe wywotane stymulacjg potaczen wewnatrzkolumnowych prowadzacych
z warstwy 4 do 2/3 w korze barytkowej nie ulegaja modyfikacji, [3]: potencjaty polowe
wywolane stymulacja potaczen migdzykolumnowych z 4 warstwy reprezentacji
wibrysy stymulowanej w czasie treningu do warstw 2/3 sasiedniej kolumny korowe;j
wykazuja zmniejszong amplitude i1 ulegaja szybszej krotkotrwatej depresji w czasie
stymulacji serig bodzcoéw o czestotliwosci 40 Hz. Zatem w efekcie warunkowania
strachu nastgpuje wybidrcze oslabienie informacji docierajacej do 4 warstwy kory
w reprezentacji rzgdu stymulowanego w czasie treningu, a takze informacji docierajacej
do gornych warstw sasiednich kolumn barytkowych [35].

Warunkowanie apetytywne wibrysy-stodka woda (stymulacje wibrys rzedu B
wzmacnia si¢ podajac krople stodzonej wody) wywotuje inne zmiany plastyczne.
Krotki trening wibrysy-stodka woda indukuje poszerzenie reprezentacji trenowanego
rzedu B w warstwach 2/3a i 5/6. Natomiast taki sam 2-miesieczny trening indukuje

109



Ewa Siucinska

poszerzenie reprezentacji w 4 warstwie kory S1. Pseudowarunkowanie nie zmienia
szeroko$ci wyznakowania trenowanego rzedu B [36]. Zmiany plastyczne indukowane
treningiem apetytywnym moga angazowac polaczenia wewnatrzkorowe, ktore maja
rowniez dhugi zasigg, wzbogacajacy szereg sasiadujacych ze sobg barytek [37, 38].
Komorki przegrod daja projekcje glownie do sasiednich przegrod i warstwy 2/3 [33].
W korze S1 pobudzajaca wstepujaca projekcja, wychodzaca z neurondw warstwy 4 do
2/3, formuje precyzyjng topograficzng kolumne [39-41]. Aksony z komorek 4 warstwy
lezacych blisko brzegdéw barylek dajg projekcje asymetryczng wewnatrz warstwy 2/3
macierzystej kolumny [42].

Przej$ciowy wzrost pobudliwosci warstwy 2/3 kory S1 byt obserwowany rowniez,
jesli para sasiednich wibrys byta pozostawiona po jednej stronie pyszczka, podczas
gdy pozostate wibrysy byly przycinane [43]. W ciagu kilku dni korowa kolumna
jednej z wibrys wykazywata podwyzszong odpowiedz na stymulacj¢ pary wibrys.
Sugerowano, ze neurony w warstwie 2/3 i1 5, ktoére odpowiadajg gwaltownie na
zmiany w do$wiadczeniu sensorycznym mogg bra¢ udzial w modyfikacji warstwy 4
[44, 45]. Jednakze plastyczno$¢ pola recepcyjnego moze pojawiac sie w warstwie 4-6
takze pod nieobecnos¢ warstwy 2/3 [46]. Zatem modyfikacje synaptyczne wewnatrz
warstw 2/3a i 5/6 moga by¢ pierwszym krokiem we wzmocnieniu potagczen miedzy
kolumnami korowymi, co nie wyklucza udziatu POm w tej plastycznos$ci. Aktywno$¢
sensoryczna POm zalezy od zstgpujacych projekcji z warstwy 3 [45]. POm moze by¢
czescig odbiorcza petli, ktéra reguluje wzmocnienie polaczen miedzy kolumnami.
Po dwodch miesigcach treningu wibrysy-stodka woda projekcja z VPM do warstwy 4
jest spotegowana, a poszerzenie reprezentacji trenowanego rzedu wyraznie widoczne.
Wyniki pokazuja, ze efektywne polaczenia synaptyczne zwigzane z treningiem
wibrysy — slodka woda sa modyfikowane na réznych pietrach kory mozgu,
w zaleznosci od dlugosci treningu, a dobrze wyuczone zadanie zmienia aktywno$¢
drogi wzgorzowo-korowej [36].

Badania elektrofizjologiczne u kotow dowiodly, ze potaczenia wzgdrzowo-
korowe wykazujg plastyczno$¢ w czasie warunkowania na bodziec stuchowy [47,
48]. Warunkowanie klasyczne $winek morskich takze wykazalo réznice w progu
pobudliwosci neurondéw ciata kolankowatego przysrodkowego (corpus geniculatum
mediale) — osrodku stuchu. Udowodniono wzrost wywotanych odpowiedzi fazowych
i spadek milczacych lub labilnie odpowiadajgcych neurondw w wewngtrznej czesci
tego jadra w porownaniu z innymi okolicami wzgodrza [49, 50] oraz zmiany pol
recepcyjnych w korze stuchowej [51].

Plastycznosci zwiazanej z warunkowaniem awersyjnym [30] i apetytywnym [36]
towarzyszg zmiany w systemie GABAergicznym kory S1 [34]. GABA powstaje
z glutaminianu w reakcji katalizowanej przez enzym dekarboksylaze glutaminianowa
(GAD). GAD wystgpuje w dwu izoformach GAD67 i GADG65. Synteza GABA
zalezna jest od interakcji enzymu z kofaktorem, fosforanem pirydoksalu (PLP).
GADG67, w przeciwienstwie do GAD65, ma wysokie powinowactwo do kofaktora
pozostajac stale aktywny [52]. [zoformy GAD kodowane sa przez oddzielne geny.
Myszy pozbawione gendéw kodujacych izoform¢ GAD67, majg znaczne obnizenie
ilosci GABA w moézgu, a brak genu GAD65 nie zmienia jego poziomu [53, 54]. Oba
izoenzymy moga wystgpowaé w tej samej komorce [55]. GAD67 dominuje w ciele
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komoérkowym, dendrytach [52] GAD65 w pecherzykach synaptycznych zakonczen
aksonalnych wspotwystepuje z synaptofizyna, jest tez we frakcji cytoplazmatycznej
[56]. Wykazano, ze pecherzyki synaptyczne zwigzane z blong komorkowsa zawieraja
GAD [57, 58]. Obie izoformy sa regulowane przez aktywno$¢ neuronalng [59, 60].
GADG67 przewaza w komorkach o aktywnosci tonicznej, a GAD65 w komorkach
o aktywnosci fazowej [61]. GABA moze by¢ tez zrodtem energii — substratem do
oksydacji w cyklu kwasow trikarboksylowych generujacym ATP w mitochondriach,
co moze wskazywaé na zwigkszong aktywno$¢ neuronu [59].

Zewnatrzkomorkowy poziom GABA jest regulowany przez wysoko wyspecja-
lizowane transportery zwigzane z kanatami jonowymi dla Na“/Cl [62]. GAT-1, jako
gléwny neuronalno-glejowy transporter GABA w moézgu, odgrywa kluczowa role
w modulowaniu przekaznictwa synaptycznego [63, 64] i szerokim zakresie funkcji
mozgu[63-70]. Uczestniczy tezw patofizjologii wielu zaburzen neuropsychiatrycznych,
w tym lgku, depresji, epilepsji, choroby Alzheimera i schizofrenii [71-82].

GABA dziata na jonotropowe receptory GABAA, GABAC i metabotropowe
receptory GABAB. Jednakowoz obecnie wyrdznia si¢ dwie gldwne klasy receptorow
GABA: jonotropowe receptory GABAA (receptory GABAC nie s juz klasyfikowane
jako oddzielna grupa receptorow) i metabotropowe receptory GABAB [83].
Postsynaptycznie dziatanie GABA zachodzi gtownie za posrednictwem receptorow
jonotropowych, ktore sa kanatami dla jonow C1™. W wyniku aktywacji tych receptoréw
dochodzi do hiperpolaryzacji i obnizenia pobudliwosci btony. Aktywacja receptora
GABAB redukuje uwalnianie innych neurotransmiterdw z presynaptycznych
zakonczen nerwowych [20].

GABAwystepuje w interneuronach hamujacych i GABA+neuronach projekcyjnych
r6znych typow [84]. Interneurony GABA+ to bezkolczyste komorki niepiramidowe,
heterogenne morfologicznie 1 funkcjonalnie [85, 86]. Interneurony hamowania
perisomatycznego tworza synapsy na ciatach komérek piramidowych i poczatkowym
segmencie ich aksonu regulujac ,,wyjscie” informacji z komorki. Inne tworza synapsy
na dendrytach dystalnych komorki piramidowej, gdzie moduluja najblizsze ,,wejscie”
pobudzajace. Aksony jeszcze innej grupy neurondow GABA+ tworza synapsy
hamujgce na neuronach GABA+, w konsekwencji powodujac odhamowanie neurondéw
piramidowych, co lokalnie zwigksza oddzialywania pobudzeniowe [87]. Wczesniejsze
badania nad plastyczno$cig kory S1 pokazaty, ze zmiany w systemie GABAergicznym
dotycza warstwy 4 [88, 89], kontrolujacej transmisje sygnatu aferentnego ze wzgorza
do kory S1 [8, 90, 91], jednakze wigzanie [3H] muscimolu do receptora GABAA po
treningu wibrysy-szok, ale i kontrolnej stymulacji sensorycznej byto podobne [92].

Réwniez uczenie si¢ umiejetnosci motorycznych obejmuje tworzenie i/lub
udoskonalanie ruchéw ukierunkowanych na cel poprzez integracje sensomotoryczna.
Stwierdzono np.: zwigkszong aktywnos¢ mozdzku w zwigzku z nabywaniem zdolnosci
motorycznych u ludzi [93-95], a uszkodzenie mézdzku powoduje braki w adaptacji
istniejacych programoéw motorycznych do nowatorskich kontekstow sensorycznych
[96, 97]. Podobne wyniki stwierdzono u zwierzat, u ktérych wystapilty zalezne od
uczenia si¢ zmiany w aktywnosci komorek Purkiniego [98-100].

Zmiany w gesto$ci neurondow GABA+, zakonczen GAD+, czy tez GAT-1+ moga
miec¢ kluczowe znaczenie dla transmisji GABAergicznej w korze mozgu. Funkcjonalnej
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reorganizacji kory S1 zachodzacej pod wpltywem warunkowania strachu [30]
i dlugotrwalego treningu wibrysy-stodka woda [36] towarzyszy wzrost gestosci matych
neuronow GABA+ w warstwie 4 kory S1 w rejonie wnetrza barylek reprezentujacych
trenowany rzad wibrys [34]. To wazny wynik gdyz u myszy naiwnych neurony
GABA+ grupuja sie gtownie w $cianach barytek, podczas gdy wnetrza zawierajg ich
niewiele [101, 102]. Zatem moze to by¢ populacja interneuronow zwigzana z lokalng
integracjg informacji wewnatrz warstwy 4 [34]. Natomiast badania hybrydyzacji in
situ genu zawiadujacego GAD67 wykazaly, ze zardbwno stymulacja czuciowa, jak
itrening awersyjny prowadzg do podobnej ekspresji mRNA GAD67 [103]. Zatem efekt
podwyzszonej ekspresji mRNA GADG67 poprzedza zjawisko plastycznosci wywolanej
treningiem, nie jest jednak jasne czy jest z nig zwigzany. Jednakowoz, tylko w wyniku
warunkowania strachu wzrasta gesto$¢ neuronow GAD67+ we wnetrzu trenowanych
barytek [103]. Zatem wzrost ggstosci neuronow GABA+ [34, 103], moze wyznaczy¢
znaczacg frakcje w catkowitej liczbie neuronow tego obszaru wobec braku rdznic
w gestosci neurondw GABA+ u naiwnych zwierzat [89, 104].

W korze barytkowej neurony GABA+ wspotwystepuja z neuropeptydem VIP
(naczynioaktywny peptyd jelitowy) [105], kalbindyna D-28 (CaBP+) [106, 107].
Dominujg jednak interneurony zawierajace biatko wigzace wapn parwalbuming
(PV+) [108]. Sa to gtéownie neurony koszyczkowe, odpowiedzialne za hamowanie
perisomatyczne, pobudzane przez projekcje wzgorzowe [108, 109] silnie znakowane
przez 2DG [107]. Micheva i Beaulieu [89], jako pierwsi zasugerowali mozliwos¢
pojawienia si¢ nowej klasy neuronéw hamujacych w wyniku plastycznosci zwigzanej
z doswiadczeniem. Stwierdzone po treningach [34] zwigkszenie gestosci neurondw
GABA+ moze oznacza¢ ujawnienie populacji neuronow, ktore poprzednio miaty
poziom syntezy GABA zbyt niski do wykrycia, a pojawily si¢ w wyniku warunkowania.
Moze to $wiadczy¢ o tym, ze uktad hamujacy buforuje zwigkszong korowa aktywnos¢,
lub jest zwigzany z treningiem asocjacyjnym. Sama stymulacja rzgdu wibrys nie
wywoluje zmian w gestosci neurondow GABA+ [34], ale powoduje przejsciowy wzrost
wigzania radioligandow [3H]AMPA, [3H]MK-801 z miejscami wigzacymi receptoréw
AMPA i NMDA w wyniku wzrostu gestosci tych receptoréw [31]. Jednakowoz
dtugotrwata stymulacja czuciowa wibrys podwyzsza immunoreaktywno$¢ GAD w S1
[110]. Trening wibrysy-szok [30] nie indukuje wzrostu gestosci neuronow GAD+/
PV+, ale [1]: wszystkie neurony PV+ sg rowniez GAD+ [2]: okoto 34% neurondéw
GAD+ indukowanych w wyniku treningu nie zawiera PV+. Zatem inna niz GAD+/
PV+ populacja neuronow GABA+ uczestniczy w procesach plastycznych [111].

Interneurony PV+ [112-115] sa pobudzane bezposrednio przez inne neurony
korowe i tworzg synapsy na neuronach kolczystych [116]. Trzeba pamietac, ze
synapsy wzgorzowo-korowe specyficznie i silnie pobudzajg sie¢ PV+, aich potaczenia
chemiczne i elektryczne funkcjonujg niezaleznie od siebie [117, 118]. Dzi$§ wiemy,
ze w plastycznos¢ indukowana treningiem wibrysy-szok [30] zaangazowane sa
interneurony somatostatynowe [119]. Niemniej jednak interneurony PV+ kontroluja
rytm, a cholecystokininowe (CCK+) tryb pracy sieci neuronalnej [120]. Wiemy, ze
warunkowanie strachu nie wptywa na neurony GAD+/PV+ [111], co nie zmienia
rytmu, ale czy wpltywa na tryb pracy sieci neuronalnej w obszarze wnetrza trenowanych
barytek?

Stosunkowo duzo CCK znajdujemy w korze mdzgu, gdzie czgsto wspotwystepuje
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z GABA [121]. ,,Cholecystokinina wystepuje rowniez w neuronach podwzgorza,
przegrody i ciala migdalowatego, towarzyszy komorkom dopaminergicznym
pola brzusznego nakrywki. W zawierajacych cholecystokining neuronach rdzenia
przedluzonego 1 mostu rozpoczynajg si¢ drogi zstepujace do rogéw tylnych rdzenia
kregowego. Stwierdza si¢ tu jej kolokalizacje z serotoning” [122].

Neurony CCK+ dostaja projekcje glutaminianoergiczna, projekcje GABAergiczna,
oraz projekcje z lokalnych interneuronéw karletyninowych (CaR). Opréocz tego
dostaja silng podkorowa projekcje serotoninergiczng z jadra srodkowego goérnego
(posrodkowego) szwu (nucleus raphes centralis superior vel medianus). Pobudzone
receptory serotoninowe 5-HT3 podobnie jak cholinergiczne receptory nikotynowe
a7 lub o4 (nikotynowe receptory dla acetylocholiny) sga selektywnie wyrazane
na interneuronach CCK+, dajac znaczny efekt anksjolityczny [87]. Wazna cecha
interneuronéw CCK+ sg presynaptycznie umieszczone receptory kannabinoidowe typu
1 (punkty CB1+) [123], modyfikujace ich funkcjonowanie [124]. Kontrola hamowania
komorek zaangazowanych w wewnatrzkorowe przekazywanie informacji moze by¢
rowniez zalezna od endokanabinoidéw. Obserwujemy zwigzany z warunkowaniem
strachu [30] wzrost ekspresji punktow CB1+ wewnatrz trenowanych barytek [125].

Plastycznos¢ kory mozgu jest regulowana poprzez kooperacje Ilub asocjacje
pomiedzy blisko siebie potozonymi synapsami umieszczonymi na indywidualnych
neuronach piramidowych [126]. Endokannabinoidy sa wstecznymi neuroprzekazni-
kamiw roznych formach plastycznosci synaptycznej, redukuja tezwydzielanie CCK. Na
przyktad depolaryzacja komorki piramidowej lub mobilizacja wewnatrzkomorkowych
jonoéw wapnia wywotuje aktywacje¢ presynaptycznych receptoréw CB1, co wptywa
na krotkotrwata supresje wydzielania transmitera GABA z hamujacego zakonczenia
aksonalnego [127, 128], ale takze supresj¢ wydzielania glutaminianu [129].
Aktywno$§¢ presynaptycznie umieszczonych receptorow metabotropowych dla
glutaminianu z grupy I — mGlu5 sprzyja syntezie endokannabinoidéw, co redukcje
wydzielanie glutaminianu z zakonczen presynaptycznych [130]. Zatem w korze
mozgu endokannabinoidy sa zaangazowane w presynaptyczng regulacje obu
transmisji: GABAergicznej i glutaminianergicznej, totez potencjalnie moga by¢ celem
dla testowania nowych form farmakoterapii Igku. Benzodiazepiny, obecnie uzywane,
jako anksjolityki, dziatajg gtdéwnie przez receptory GABAA zawierajgce podjednostke
02 [131]. Presynaptyczne umieszczenie receptorow CB1 sprawia, ze interneurony
CCK+ sg rowniez wrazliwe na anksjolityki [132]. Istnieja doniesienia, ze zmiany
chorobowe mozgu takie jak epilepsja czy napady lekowe sa zwigzane z nieprawidlowa
synchronizacja rytmu i trybu dzialania sieci neuronéw korowych [120, 134-136].
Z drugiej strony, poznano juz sze$¢ réznych receptorow wiaczonych w zaburzenia
trybu pracy mézgu objawiajace si¢ nadmiernym lgkiem: 5-HT3, nikotynowe a7 i 04,
CB1, GABAA®2, estrogenowe a, w ktore wyposazone sa neurony CCK+[120]. Zatem
dobre zbalansowanie wspolpracy interneuronow CCK+ w sieci korowej moze by¢
aktywnym elementem wplywajacym na przekazywanie informacji w korze mézgu.

Dobg po warunkowaniu strachu [30] we wnetrzu barytek reprezentujacych wibrysy
aktywowane podczas treningu wystepuje 50% podwyzszenie gestosci punktow
GADG67+ [137], bez zmian w poziomie mRNA GAD65 i punktow GAD65+ [138].
Przypuszcza sig, ze wzorce ekspresji obu izoform sa komplementarne, zwigzane
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z roznym czasowym mechanizmem regulacji tych enzymow w wyniku treningu
awersyjnego [137].

Proces uczenia si¢ i tworzenia Sladow pamigciowych zmienia liczby synaps
1 kolcow dendrytycznych [139, 140] w wielu rejonach kory. Warto zauwazy¢, ze
réwniez we wnetrzu trenowanej barylki, po treningu wibrysy-szok [30], wzrasta liczba
synaps hamujacych na szyjce kolca dendrytycznego [141], stwierdzono tez zwigkszong
ekspresje punktoéw neuronalno-astrocytarnego transportera GAT-1 [68]. Intrygujace
dane przedstawiono w odniesieniu do astrocytow uzywajac kory wzrokowej myszy
jako systemu modelowego. Oto6z astrocyty wydzielaja trombospondyne i biatka
z rodziny Sparcll, sprzyjajace tworzeniu strukturalnych/milczacych synaps, ktoére
zawieraja tylko receptory NMDA. Zidentyfikowano tez biatka z rodziny Gpc
(Gpc4 1 Gpe6) jako czynniki wydzielane przez astrocyty, ktdre promujg tworzenie
funkcjonalnych synaps zawierajacych receptory AMPA przepuszczajace wapn
do synaps [142, 143]. Niedojrzate synapsy zawierajg przepuszczalne dla wapnia
receptory glutaminianowe GluAl AMPA, zastgpowane nieprzepuszczalnymi dla
wapnia receptorami GluA2 AMPA, gdy synapsy stabilizuja si¢ i dojrzewaja u osobnika
dorostego. Udowodniono stosujac biochemiczne frakcjonowanie biatek wydzielanych
przez astrocyty i spektrometric masowa, ze Chrdll jest konieczne/wystarczajace
do tworzenia nieprzepuszczalnych dla wapnia dojrzalych receptorow GluA2
AMPA. Metoda hybrydyzacji in situ pokazata, ze ekspresja Chrdll osigga warto$ci
szczytowe migdzy 12. a 14. dniem po urodzeniu myszy. Poza tym, Chrdll wykazuje
heterogeniczny wzor ekspresji, z najsilniejsza ekspresja znajdujaca si¢ w astrocytach
warstwy 2/3, napedzajac przetacznik AMPAR GluAT1 do receptora GluA2 w synapsach
podczas rozwoju moézgu. Ten wynik pokazuje, ze astrocyty odgrywaja istotng role
w regulowaniu zamykania plastycznosci okresu krytycznego w dojrzewajacym mozgu.
Myszy z nokautem Chrdll (KO), jak i ludzie z mutacjami w Chrdll ,,wykazuja lepsze
uczenie si¢”. Zatem astrocyty promujgc dojrzewanie synaps ograniczaja plastycznosé
synaptyczng [144].

W modelu uczenia polegajacym na warunkowaniu mrugnigcia okiem w kolejnych
sesjach treningowych stwierdzono, wzrost poziomu GABA w niezbednej do
wytworzenia odruchu korze moézdzku [145]. Warunkowanie lekowe jest taczone
z bramkujaca rola GABA w rejonie bocznego jadra ciala migdatowatego (nucleus
lateralis amygdalae) [146]. Jednakze sama diugotrwata stymulacja czuciowa moze
takze znaczaco zmienia¢ hamowanie korowe [110, 147].

Awersyjny [30] 1 apetytywny [36] trening powoduje przemodelowanie
reprezentacji trenowanych wibrys w roznych warstwach kory S1. Strach i bol
w treningu awersyjnym, przyjemnos$¢ i satysfakcja w treningu apetytywnym aktywuja
rozne neuronalne $ciezki. Moze to r6znie oddziatywaé na neuromodulacj¢ angazujac
szlaki, wptywajace na plastycznos$¢ kory mozgu. Obecnos$¢ acetylocholiny wydaje sie
by¢ krytyczna dla uczenia i plastycznosci [148]. Stymulacja cholinergicznego jadra
podstawnego wielkokomorkowego (Meynerta) (nucleus basalis magnocelularis)
taczona z bodzcem stuchowym indukuje zmiany plastyczne w pierwszorzedowej
korze stluchowej [149]. U gryzoni nowa stymulacja pochodzaca ze wzbogaconego
srodowiska, aktywuje system noradrenergiczny [150]. Noradrenalina jest wydzielana
w korze w wyniku stymulacji sensorycznych [151, 152]. Dopamina aktywowana
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w procesie nagrody powinna by¢ brana pod uwage w analizie korowej plastycznosci
zwigzanej z warunkowaniem apetytywnym [153].

Pokazano tez plastyczno$¢ w korze stuchowej indukowang przez stymulacje
pola brzusznego nakrywki (area tegmentalis ventralis — VTA) [154]. Aktywacja
cholinergicznych receptoréw muskarynowych kory wzrokowej, utatwia plastycznosé¢
synaptyczng w warstwie 2/3, takiego efektu nie obserwuje si¢ po aktywacji receptorow
serotoninergicznych 5-HT2c. Co ciekawe, aktywacja receptorow 5-HT2c ufatwia
powstanie dlugotrwalego wzmocnienia synaptycznego (LTP) i plastycznosci warstwy
4, gdzie aktywacja receptorow muskarynowych jest niewielka [155].

Badania wykazaly, ze kréotkotrwaly trening apetytywny wibrysy-stodka woda [36]
indukuje plastyczno$¢ w warstwach 2/3a i 5/6 totez przypuszczalnie wlacza aktywacje
koryprzezreceptory wrazliwenaacetylocholing, podczas gdy trwajacy tyle samo trening
awersyjny wibrysy-szok [30] ma silniejszy efekt w warstwie 4, w ktorej wystepuja
obficie receptory serotoninowe. Dystrybucja receptorow serotoninowych podkresla
wzorzec pola barytkowego w korze oseskdéw, a formowanie pola barytkowego silnie
zalezy od poziomu serotoniny [156]. Rozna aktywacja §ciezek neuromodulacyjnych
w przypadku obu treningdéw moze by¢ jedna z przyczyn roznej lokalizacji zmian
plastycznych w korze S1.

Funkcjonalne zmiany w korze S1 powstaja tez dzigki kontrolowaniu pobudliwos$ci
pojedynczych neuronow (prog, wielkosé, ksztatt, umiejscowienie pola recepcyjnego)
przez wewnatrzkorowy mechanizm GABAergiczny, modulowany przez wplyw
cholinergiczny [157]. Wydaje si¢ mozliwe, ze warunkowanie wibrysy-stodka woda
rozpoczyna modyfikacje synaptyczne wewnatrz warstw 2/3a i 5/6, wzmacniajace
potaczenia migdzy kolumnami. W zmianach tych moze by¢ zaangazowane POm,
dajace projekcje do warstw 2/3 w S1, jak rowniez do przegrod migdzy barytkami [ 158].
Aktywno$¢ POm zalezy od zstepujacych projekcji z warstwy 3 [14] i warstwy 5 [159].
Uczenie asocjacyjne powoduje, ze projekcja z VPM jest spotegowana, co wptywa na
aktywnos$¢ neuronéw GABA+ kory S1. Dlatego mozna zaobserwowac wzrost gestosci
neuronéw GABA+ [34, 103], punktow GAD67+ [137], punktow GAT-1+ [68],
inhibicyjng synaptogenezg [141] w warstwie 4 kory S1. Lokalny wzrost GABA moze
droga odhamowania ulatwié¢ rozprzestrzenianie si¢ wzmocnionego impulsu z warstwy
4 do sasiednich rzgdow barytek. Moze si¢ to odbywac przez bezposrednie potaczenia
GABAergiczne wewnatrz barytki [160] lub przez wzajemne oddziatywanie wewnatrz
tej samej kolumny [161] oraz réwnolegly odbior z dwoch neurondw hamujacych tego
samego typu potaczonych synapsami elektrycznymi [162] wystarczajaco silnych zeby
zsynchronizowa¢ potencjat czynno$ciowy w potaczonych interneuronach. Synapsy,
ktore przekazuja czuciowg informacje ze wzgorza pobudzaja sie¢ interneuronéw PV+
wytwarzajacych krotkotrwale szybkie potencjaty czynnosciowe FS (fast-spiking).
Autoradiografia 2DG taczona z immunocytochemia dla GAD+/PV+ pokazala, ze ta
podklasa interneurondow jest silnie aktywowana w czasie swobodnego badania terenu
przez zwierzeta [107, 163].

Nie mamy danych mowiacych, co dzieje si¢ w kolejnych dniach po warunkowaniu.
Prawdopodobnie interneurony PV+ sg nieelastyczng populacja, ktora jest niezbedna
dla bazowej korowej aktywnosci, podczas gdy neurony CCK+ [120] lub/i receptory
metabotropowe dla acetylocholiny odpowiadaja za regulacje plastycznosci
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synaptycznej w aktywowanych obszarach kory [164]. Interneurony somatostatynowe
z warstwy 4 glownie tworza polaczenia z neuronami warstwy 4, formuja droge
hamowania wewnatrz polaczen barytkowych [165]. W polu barytkowym neurony
GABAergiczne, ktore sg postsynaptyczne w stosunku do GABAergicznych zakonczen
aksonalnych mogg by¢ anatomiczng podstawa dla odhamowania [166, 167].
Zmniejszenie hamowania wzmacnia aktywnos¢ receptorow NMDA [168] wptywajac
na wzrost poziomu biatka PSD-95 kotwiczacego receptory glutaminianowe w btonie
postsynaptycznej [169] oraz wzrost liczby receptorow NMDA [31]. Stwierdzono,
zmiany konfiguracji polaczen neuronalnych, w ktorych neuroprzekaznik GABA
odgrywa wazng role kontrolng [170, 171]. Réwniez wewnatrz trenowanej wibrysy-
szok barytki wykryto zwiekszong gestos¢ polirybosoméw w synapsach pobudzajacych
i hamujacych zlokalizowanych na kolcach dendrytycznych. Polirybosomy sa
strukturalnym markerem wzmocnionej aktywno$ci synaptycznej w czasie uczenia
asocjacyjnego [172]. Dobe po warunkowaniu strachu [30] w trenowanych barytkach
w porownaniu do barytek strony kontrolnej stwierdzono wzrost ggstosci punktéw CB1+
oraz komplementarna dystrybucje punktow PV+ i punktow CB1+ w kolumnie korowej
[125]. Zatem w plastyczno$¢ mozgu zalezng od warunkowania strachu moga by¢
wlaczone interneurony CCK+ odpowiedzialne za tryb hamowania perisomatycznego
[173]. Jestem przekonana, ze przedstawione tu odkrycia przydadza si¢ do tworzenia
i testowania nowych lekow przeciwlekowych. Do takich badan proponowatabym np.:
inhibitory enzymu hydrolizujacego endokannabinoidy, ktére poprzez presynaptyczne
podniesienie poziomu endokannabinoidéw daja nadzieje kliniczne. Pokonanie leku
wzmocni checi do uczenia sig¢, pokonywania przeciwnos$ci, podejmowania nowych
zadan.
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Plastyczno$¢ mozgu na przykladzie kory barylkowej myszy

Streszczenie

Wiele danych neurobiologicznych wskazuje, Ze oslabienie/wzmocnienie informacji sensorycznej
przekazywanej do struktur czuciowych u ssakow wywoluje zmiany strukturalne i funkcjonalne
w odpowiadajacych im obszarach korowych. W pracy zjawiska plastycznosci pierwszorzedowej
kory somatosensorycznej (S1) tzw. kory barytkowej dorostych myszy sa ilustrowane danymi
uzyskanymi z wykorzystaniem modeli do$wiadczalnych, a takze wynikami wtasnych badan
reprezentacji wibryss czuciowych podanej deprywacji, deaferentacji sensorycznej oraz warunkowaniu
klasycznemu ze wzmocnieniem awersyjnym i apetytywnym. Wyniki omawiaja: odpowiedzi
anatomiczne, elektrofizjologiczne, autoradiografi¢ receptoréw, zmiany w gestosci korowych neuronow
GABAergicznych, GAD na poziomie mRNA i biatka glownego enzymu syntetyzujacego GABA, zmiany
w ekspresji punktow transportera GAT-1, receptora CB1 oraz inhibicyjna synaptogenez¢ w korowej
reprezentacji odpowiadajacego rzedu wibryss.

Stowa kluczowe: plastyczno$é, kora somatosensoryczna, markery GABAergiczne, wibryssy, doroste
myszy

Brain plasticity on the example of the barrel cortex of mice

Abstract

Many of studies in the neurobiology and own results indicate that decrease/increase of input to sensory
structures in mammals is known to produce marked changes in cortical recipient areas. This paper reviews
plasticity of mystacial vibrissae (whiskers) representation in primary somatosensory cortex (S1) of adult
mouse caused by deprivation, deafferentation, and aversive/appetitive classical conditioning training
involving stimulation of row of mystacial vibrissae. These include: anatomical, electrophysiological
responses, receptor autoradiography, changes in density y-aminobutyric acid (GABA) neurons, GAD
at mRNA and protein levels-the synthesizing enzyme for the neurotransmitter GABA, expression of
transporter GAT-1 puncta, CB1 puncta and inhibitory synaptogenesis in cortical representation of recipient
the rows of vibrissae.

Keywords: plasticity, somatosensory cortex, GABAergic markers, whiskers, adult mouse
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Charakterystyka mlecznych napojow fermentowanych
pod wzgledem kwasowosci i zawartosci thuszczu

1. Wstep

W ostatnich latach $wiadomo$¢ konsumentéw dotyczaca zakupoéw 1 spozycia
mlecznych produktow fermentowanych wzrosta. Mleczne napoje fermentowane
sa powszechnie dostgpne w sprzedazy. Obecnie na rynku mozna spotkaé szereg
produktoéw z tej grupy, poczawszy od jogurtow czy kefirow po produkty ukwaszone
czy produkty mleczne nowej generacji. Mleczne produkty fermentowane zostaty
zdefiniowane przez Organizacje ds. Wyzywienia i Rolnictwa (FAO), Swiatowa
Organizacj¢ Zdrowia (WHO) oraz Migdzynarodowa Federacje Mleczarska
(IDF) jako produkty otrzymywane ,,z mleka pelmego, czesciowo Iub calkowicie
odtluszczonego, zageszczonego lub regenerowanego w proszku”, ktére poddawane
sg procesom fermentacji z udziatem mikroorganizmoéw. Najbardziej znanym napojem
fermentowanym w dzisiejszych czasach jest jogurt. Definicja przyjeta przez FAO/
WHO moéwi, ze jogurt jest fermentowanym produktem mlecznym, ktéry uzyskuje
si¢ przez ukwaszenie mleka bakteriami jogurtowymi, tj. Lactobacillus delbruecckii
ssp. bulgaricus 1 Streptococcus salivarius ssp. thermophilus. Powinien zawiera¢ co
najmniej 107 zywych bakterii w 1 cm’ [8, 18].

Obecnie jogurt jest jednym z najczesciej spozywanych mlecznych napojow
fermentowanych. Konsumenci cenig jogurty za ich walory smakowe, a takze za ich
szczegolng wartos¢ odzywceza i prozdrowotny wptyw na organizm [2, 17, 22]. Rocznie
spozycie jogurtow czy kefirow szacuje si¢ na 7-8 kg-osobe¢™'. Nabywcy coraz czgsciej
zwracajg uwage na jakosc, warto$¢ odzywcza czy energetyczng produktow mlecznych.
W dzisiejszych czasach znaczna czg¢$¢ konsumentow wybiera takie produkty, ktore
zawierajg obnizong zawartos$¢ thuszczu.

W nomenklaturze wyrdzniamy cztery podtypy produktow mlecznych nowej
generacji:

* I generacja — do tej grupy zaliczamy mi¢dzy innymi zsiadte mleko. Fermentacja
jest przeprowadzona spontanicznie przez bakterie Streptococcus salivarius ssp.
thermophilus 1 Lactobacillus delbruecckii ssp. bulgaricus;

o II generacja — do tej grupy nalezg miedzy innymi kefir, jogurty, do ktérych
najczgsciej dodaje si¢ bakterie Lactobacillus acidophilus oraz bakterie z rodzaju
Bifidobacterium;

» III generacja produkty powstaja w oparciu o procesy fermentacyjne probiotykow.
Wykorzystuje si¢ tutaj bakterie jelitowe tj., Lactobacillus plantarum i Lactobacillus
casei. W tej grupy produktow wyrdézni¢ mozna napoje mleczne i lody wzbogacone
kulturg probiotykow, ktore dodawane sg do schtodzonego mleka (4°C), nastgpnie
utrzymywane w takiej, badz nizszej temperaturze;

! Magdalena.Stobiecka@student.up.edu.pl, Instytut Oceny Jakos$ci i Przetworstwa Produktow Zwierze-
cych, Wydziat Nauk o Zwierzetach i Biogospodarki, Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie.
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Nauk o Zwierzetach i Biogospodarki, Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie.
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* IV generacja — mozemy tutaj wyr6zni¢ biojogurty, charakteryzujace si¢ dodatkiem
szczepow o potwierdzonych korzystnych cechach. Ponadto nadaja jogurtom
dodatkowej warto$ci zdrowotnej [13].

Mleczne napoje fermentowane charakteryzuja si¢ lekko kwasnym smakiem oraz
fagodnym, przyjemnym zapachem. Aby poprawi¢ smakowito§¢ tych produktow,
producenci czgsto wzbogacaja je poprzez dostadzanie, dodawanie owocow, bakalii,
aromatow oraz zwigkszenie suchej masy mleka [7]. Wedtug wymagan WHO aby
nap6j mogt by¢ zaliczany do produktow mlecznych fermentowanych jego kwasowos¢
miareczkowa nie moze by¢ nizsza niz 0,6% kwasu mlekowego [19].

Warto zaznaczy¢, ze surowcem do produkcji jogurtow jest gldwnie mleko krowie.
Jednakze w dzisiejszych czasach producenci wytwarzaja takze mleczne napoje
fermentowane na bazie mleka koziego czy owczego [12, 13]. W tabeli 1 przedstawiono
procentowysktadjogurtow,wzaleznosciodgatunkuzwierzat,odktorychpozyskanomleko,
a nastepnie wykorzystano, jako surowiec w procesie produkcji mlecznych napojow
fermentowanych.

Tabela 1. Sktad chemiczny jogurtow produkowanych z mleka réznych gatunkow zwierzat

i Oﬁia Sucha masa [%] | Thuszez [%] | Biatko [%] | Laktoza [%]
Krowiego 14-16 2 43 4,6
Koziego 14 4.1 4 4.4
Owczego 15-21 4,8-8 4.5 5,1
Bawolego 17,4 6,5 43 49

Zrédto: [1, 5, 7]

2. Wlasciwosci prozdrowotne jogurtow

Jogurty stanowig cenne zrodto sktadnikéw odzywcezych. W swoim sktadzie zawierajg
pelnowartosciowe bialka, a takze dobrze przyswajalne sktadniki mineralne, takie jak
wapn, potas czy fosfor. Warto zwroci¢ uwage, ze jogurty sa tatwiej wchianiane nizmleko,
m.in. ze wzgledu na zawartos$¢ laktozy, ktora jest czgsciowo lub catkowicie rozktadana
na cukry proste. Z tego powodu osoby nietolerujace laktozy moga spozywac ten produkt
i nie obawia¢ si¢ o skutki uboczne. Fermentowane napoje mleczne pobudzaja uktad
trawienny i zwigkszaja apetyt. Najwigksza zaleta spozywania jogurtow jest ich
prozdrowotny wptyw na mikroflorg jelit. Bakterie zawarte w jogurtach suplementuja
naturalng mikroflore jelit, stabilizuja ich funkcjonowanie, reguluja wiele zaburzen
trawiennych oraz wplywaja na naturalny stosunek liczby bakterii pozadanych
i niepozadanych [21]. Uznaje si¢, ze udzial bakterii pozadanych do bakterii
niepozadanych powinien wynosi¢ 85% do 15%. Powszechnie u wielu ludzi wystepuja
wahania tych proporcji, poniewaz wilasciwy stan moze by¢ zakldcony przez wiele
czynnikow, takich jak zatrucia pokarmowe, zaburzenia trawienne (biegunki), infekcje,
stosowanie antybiotykdw oraz innych lekow czy stres. Aby przywroci¢ poprawny stan
mikrobioty jelitowej, nalezy spozywa¢ fermentowane napoje mleczne. Dodatkowa
zaleta jest zawarto$¢ substancji, ktore wykazuja wlasciwosci antybakteryjne,
co znaczaco wplywa na obnizenie rozwoju i aktywno$ci bakterii gnilnych oraz
chorobotworczych, jak np. z rodzaju Salmonella, Shigella czy Escherichia coli [9].
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3. Charakterystyka tluszczu mlekowego

Podstawowym zrodtem energii dla cztowieka sg zawarte w zywnosci tluszcze (9
kcal-g') oraz weglowodany (4 kcal-g!). Jogurty naturalne zawieraja przecigtnie 0,8-
3% thluszczu, 3,4-4,8% biatka i 3,8-11,8% weglowodandéw [6]. Charakterystyczng
cechg tluszczu mlekowego jest duze zroznicowanie sktadu kwasow tluszczowych,
w tym wysoka zawarto$¢ krotkotancuchowych kwasow tluszczowych. Niektore
kwasy tluszczowe thuszczu mlekowego wykazuja dziatanie prozdrowotne, korzystnie
wplywajac na zdrowie cztowieka. Kwas mastowy charakteryzuje si¢ wlasciwosciami
przeciwnowotworowymi, a oleinowy wykazuje dzialanie przeciwmiazdzycowe.
Wielokierunkowe dziatanie prozdrowotne, m.in. przeciwnowotworowe i przeciw-
miazdzycowe wykazuje sprzgezony kwas linolowy (CLA) [14]. [lo§¢ CLA w mleku
zazwyczaj waha si¢ od 2 do az 37 mg g thuszczu. Mleko i jego przetwory sa bogatym
zrodtem kwasu cis9trans11 C18:2 w diecie czlowieka. Na poziom CLA w produktach
mleczarskich, tj. serach czy napojach fermentowanych, poza zywieniem zwierzat,
a wiec koncentracjag CLA w surowcu, moga wptywac takze warunki panujace podczas
prowadzenia procesow technologicznych oraz aktywno$¢ dodawanych kultur bakterii
fermentacji mlekowej. Najlepszym ich zrodtem sa wysokotluszczowe artykuly
mleczne tj. sery dojrzewajace czy masto, jednakze nie zmienia to faktu, iz sa one
obecne rowniez w innych produktach. W przypadku jogurtow ich $rednia zawarto$§¢
miesci si¢ w granicach 3,8-8,8 mg-g! tlhuszczu, a w jogurtach niskottuszczowych
utrzymuje si¢ na poziomie 4,4 mg-g"' thuszczu. Warto wspomnie¢, ze pasteryzacja
stosowana w trakcie produkcji jogurtow nie wptywa na zawartos¢ CLA w produkcie
koncowym — tabela 2 [3, 14].

Tabela 2. Srednia zawarto$é wszystkich izomeréw CLA (mg-g-1 thuszczu) oraz izomeru cis9trans11 (%)
w produktach mlecznych

Produkt CLA CIS-9, TRANS-11
Mleko petne 3,4-6,8 8,2-97
Mleko 2% 4,1 brak danych
Ser cheddar 3,6 92
Jogurt 3,8-8,8 83-84
Jogurt niskottuszczowy 4,4 86
Smietana 4,6-7,5 78-90
Masto 4,7-9.4 78-88
Zrodto: [3]
4. Cel pracy

Celem badan byla ocena kwasowosci oraz zawarto$ci thuszczu w jogurtach
dostepnych na rynku w odniesieniu do wymagan jakosciowych dla mleka fermento-
wanego wedlug Polskiej Normy PN-A-86061:2002.

5. Materialy i metody

Materiat badawczy stanowity jogurty naturalne i wysokobiatkowe ze zré6znicowang
zawarto$cig thuszczu, zakupione na rynku lubelskim. Zgodnie z deklaracjg producenta
zawarto$¢ thuszczu byla zréznicowana i wynosita od 0% do 9%. Ocenie poddano
13 jogurtow, ktorych charakterystyke przedstawiono w tabeli 3. Analizy wykonano
w dwoch powtorzeniach.
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Tabela 3. Charakterystyka jogurtow zakupionych na rynku lubelskim

Ne | Jogur 2100 g produk
1 Jogurt naturalny (bez GMO) 3,1
2 Jogurt naturalny 3.4
3 Jogurt naturalny typu islandzkiego 0,0
4 Bioekologiczny jogurt naturalny 4,2
5 Jogurt naturalny (zawiera wysoka zawartos¢ Ca) 2,0
6 Jogurt $mietankowy 9,0
7 Jogurt proteinowy kawowy 0,7
8 Jogurt proteinowy (wysoka zawarto$¢ biatka) 0,0
9 Jogurt naturalny (nie zawiera mleka 2.0
w proszku)
10 Jogurt naturalny (wysoka zawartos¢ biatka) 2,0
11 Jogurt naturalny lekki 0,0
12 Jogurt naturalny 0% ttuszczu 0,0
13 Jogurt naturalny wysokobiatkowy 0,0

Zrédto: Opracowanie wlasne

W jogurtach oznaczono:

» wartos$¢ pH, przy pomocy pH-metru (Elmetron CP-401, Polska);

» kwasowos$¢ potencjalna (°SH) metoda miareczkowa. Oznaczenie kwasowosci
ogolnej polegato na miareczkowaniu 25 cm® jogurtu roztworem wodorotlenku
sodowego 0,25N wobec fenoloftaleiny (2% roztwor alkoholowy), wedlug PN-A-
86061:2002. Oznaczenie polegato na dodaniu 2 cm?® fenoloftaleiny i miareczkowaniu
roztworem wodorotlenku sodowego do otrzymania lekko rézowego zabarwienia
utrzymujacego si¢ przez 30 s. Podstawg do obliczenia kwasowo$ci w stopniach
Soxhlet-Henkla (°SH) w analizowanych probkach jogurtéw byta objetos¢ 0,25N
roztworu wodorotlenku sodowego zuzytego w miareczkowaniu (cm?) przemnozona
przez wspolczynnik 4. Kwasowo$¢ miareczkowa przeliczono na zawarto$¢ kwasu
mlekowego (1°SH = 0,0225 kwasu mlekowego) [15];

» zawarto$¢ thuszczu metoda Gerbera wedtug PN-75/A-86130. Zasada oznaczenia
polegala na rozpuszczeniu biatka w kasie siarkowym, wydzieleniu thuszczu przez
wirowanie i okresleniu jego zawartosci. Do kolby pomiarowej odwazono 45,0 g napoju
z doktadnoscig do 0,01 g, nastgpnie uzupelniono do kreski roztworem amoniaku.
Pozostawiono na 30-40 minut do rozpuszczenia. Czgsto mieszkano. Po tym czasie do
thuszczomierza odmierzono 10 cm® kwasu siarkowego i 11cm?® rozcienczonej probki
napojumlecznego, wlewajac ostroznie po Sciankach thuszczomierza. Nastepnie dodano 1 cm?
alkoholu izoamylowego. Thuszczomierz zakorkowano i po doktadnym wymieszaniu
zawarto$ci przez odwracanie thuszczomierza wstawiono do tazni wodnej o temperaturze
65+2°C na okolo 15 minut. W czasie ogrzewania mieszano od czasu do czasu do
momentu catkowitego rozpuszczenia biatka. Thuszczomierz wyjeto z tazni wodnej
i wirowano w wiréwce przez 5 minut. Po odwirowaniu thuszczomierze umieszczono
w tazni wodnej o temperaturze 65+2°C na okoto 5 minut [16].
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Uzyskane wyniki opracowano statystycznie przy wykorzystaniu programu
StatSoft Inc. Statistica ver. 13.1 (Statsoft Inc., 2016). Badania wykonano w dwoch
powtodrzeniach.

6. Omowienie wynikow

W tabeli 4 przedstawiono wyniki z kwasowos$ci ocenianych jogurtow naturalnych.
Wedtug Polskiej Normy kwasowo$¢ miareczkowa mlecznych produktow fermento-
wanych powinna wynosi¢ nie mniej niz 26,67°SH (nie mniej niz 0,6% kwasu
mlekowego) [15]. Natomiast kwasowo$¢ czynna jogurtu powinna miesci¢ si¢
w przedziale pH od 4,0 do 4,5 [13, 15]. Kwasowos$¢ potencjalna badanych jogurtéw
naturalnych pozostawala na poziomie od 36,6 do 48,50°SH, natomiast pH wynosito
od 4,2 do 4,5. Mojka w przebadanych jogurtach naturalnych otrzymata réowniez
wyniki w granicach 36-48°SH, a pH miedzy 4,4-4,6 [13]. Podobne wyniki uzyskano
réwniez podczas kontroli, przeprowadzonej przez Inspekcje Handlowa. Kwasowos¢
ocenianych przez Inspekcje Handlowa jogurtow naturalnych miescita si¢ w zakresie
36-530SH, czyli spetniata wymagania normy [10, 11].

Tabela 4. Kwasowos¢ ocenianych jogurtow zakupionych na rynku lubelskim

Kwasowo$¢
Produkt P

pH oSH ilo$¢ kwasu .

mlekowego [%]

Jogurt naturalny (bez GMO) 4,39+0,01 45,80+0,40 1,03+0,40
Jogurt naturalny 4,40+0,01 38,10+0,10 0,86+0,10
Jogurt naturalny typu 436+0,01 | 3724+020 | 0,84+0,20
islandzkiego

Bioekologiczny jogurt naturalny | 4,30+0,01 36,60+0,10 0,73+0,10

Jogurt naturalny (zawiera
wysoka zawarto$¢ Ca)

Jogurt $mietankowy 4,42+0,01 33,50+0,40 0,75+0,40
Jogurt proteinowy kawowy 4,40+0,01 47,00+0,40 1,06+0,40

Jogurt proteinowy (wysoka
zawarto$¢ biatka)

4,44+0,01 42,10+0,30 0,95+0,30

430+0,02 | 47,00£0,40 1,0620,40

Jogurt naturalny (nie zawiera

4,20+0,03 42,40+0,70 0,95+0,70
mleka w proszku)

Jogurt naturalny (wysoka 4233001  |39.60£040 | 0,89+0.40
zawarto$¢ biatka)
Jogurt naturalny lekki 432£001 | 41405030 | 0.93+0.30
Jogurt naturalny 0% thuszczu 4,41+0,01 48,50+0,30 1,09+0,30
Jogurt naturalny 448003 | 46,00£0,50 1,04+0,50
wysokobiatkowy

Zrodto: Opracowanie wlasne

Zawarto$¢ thuszczu w ocenianych jogurtach naturalnych ksztattowata sie
od 0,0 do 9,0%, przy czym nalezy zaznaczy¢, iz w 70% probek byla zgodna
z deklaracjag producenta — tabela 5. W przypadku pigciu préb wyniki byly
zanizone (odpowiednio o 0,1%, 0,2 i 0,25%). Badania przeprowadzone przez
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Sosnowska 1 Kurek odno$nie deklarowanej ilosci tluszczu w badanych produktach
pokazuja, ze w przypadku dwoch jogurtow zawarto$¢ badanego parametru byta
rowna z deklaracjag na opakowaniu. Autorki w wigkszos$ci badanych produktow
uzyskaly wyniki wyzsze od podanych na opakowaniu (od 0,1 do 0,4%), za$
w dwoch przypadkach — nizsza (odpowiednio o 0,2% i 0,4%) [20]. Rdznica
w zawartosci thuszczu oznaczonej i deklarowanej przez producenta jest czgsta wada
mlecznych napojow fermentowanych. Inspekcja Handlowa podczas kontroli jogurtow
naturalnych wykazata, ze 50% badanych produktow miato wyzsza (od 0,06 do 0,7%)
zawarto$¢ thuszczu w stosunku do deklarowanej [10,11]. Zawyzona zawartos$¢ thuszczu
moze wskazywa¢ na niewlasciwe przygotowanie surowca w trakcie produkcji,
natomiast zanizona — na falszowanie produktu, poprzez zastgpowanie drozszego
sktadnika zywnosci (thuszczu mlecznego) — tanszym np. woda.

Tabela 5. Zawarto$ci thuszczu (deklarowana przez producenta na etykiecie 1 oznaczona
w badaniach) w ocenianych jogurtach zakupionych na rynku lubelskim

Zawarto$¢ ttuszczu [%]
Produkt

deklarowana oznaczona
Jogurt naturalny (bez GMO) 3.1 3,05+0,1
Jogurt naturalny 34 3,30+0,1
Jogurt naturalny typu islandzkiego 0,0 0,00
Bioekologiczny jogurt naturalny 4,2 3,95+0,1
Jogurt naturalny (zawiera wysoka zawartos¢ Ca) | 2,0 1,80+0,1
Jogurt $Smietankowy 9,0 9,00+0,4
Jogurt proteinowy kawowy 0,7 0,6+0,1
Jogurt proteinowy (wysoka zawarto$¢ biatka) 0,0 0,00
Jogurt naturalny (nie zawiera mleka w proszku) 2,0 2,05+0,2
Jogurt naturalny (wysoka zawartos$¢ biatka) 2,0 1,80+0,1
Jogurt naturalny lekki 0,0 0,00
Jogurt naturalny 0% thuszczu 0,0 0,05+0,1
Jogurt naturalny wysokobiatkowy 0,0 0,05+0,1

Zrodto: Opracowanie wlasne

7. Wnioski/Podsumowanie

Kwasowo$¢ ocenianych jogurtéw naturalnych wyrazona iloscia kwasu mlekowego
byta zgodna z wymaganiami Polskiej Normy, tj. jogurty zawieraly powyzej 0,6%
kwasu mlekowego. Wigkszos¢ prob (70%) spetniata rowniez wymagania odnosnie
zawartos$ci thuszczu, tj. oznaczona ilo$¢ ttuszczu byla zgodna z podang na etykiecie.
W pozostalych prébach wykazano zanizong zawarto$¢ tluszczu w stosunku do
deklarowanej, co moze $wiadczy¢ o nieprawidlowosciach na etapie normalizacji,
badz zaburzeniach podczas procesu produkcyjnego poprzez dodatek wody lub innych
sktadnikow, ktore prowadza do zmian sktadu chemicznego jogurtow.
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Charakterystyka mlecznych napojow fermentowanych pod wzgledem
kwasowoSci i zawartoSci thuszezu

Streszczenie

Obecnie jogurt jest jednym z najczesciej spozywanych mlecznych napojow fermentowanych. Konsumenci
cenig jogurty za ich walory smakowe, a takze za ich szczeg6lng warto$¢ odzywcza i prozdrowotny wptyw
na organizm czlowieka. Celem badan byla ocena kwasowos$ci oraz zawartosci tluszczu w niektérych
jogurtach dostepnych na rynku w odniesieniu do wymagan okreslonych w Polskich Normach. Ocenie
poddano 13 jogurtéw naturalnych o zréznicowanej zawartosci thuszczu, zakupionych na rynku lubelskim.
W jogurtach oznaczono: pH, kwasowos¢ potencjalng (°SH) wyrazona, jako ilo§¢ kwasu mlekowego oraz
zawarto$¢ thuszczu. Kwasowos¢ ocenianych jogurtow naturalnych wyrazona jako ilo$¢ kwasu mlekowego
byta zgodna z wymaganiami Polskiej Normy, tj. jogurty zawieraty powyzej 0,6% kwasu mlekowego.
Wigkszos¢ badanych prob (70%) spetniata réwniez wymagania odnosnie zawartosci thuszczu, tj.
oznaczona ilo$¢ thuszczu byta zgodna z podang na etykiecie. W pozostalych probach wykazano zanizona
zawarto$¢ tluszczu w stosunku do deklarowanej, co moze $wiadczy¢ o nieprawidtowosciach na etapie
normalizacji lub zaburzeniach podczas procesu produkcyjnego poprzez rozwodnienie produktow woda.
Stowa kluczowe: jogurt, kwasowos¢, ttuszcz, deklaracja

Characteristics of fermented milk drinks with regard to acidity
and content of fat

Abstract

At present, yoghurt is one of the most commonly consumed fermented milk drinks. Consumers appreciate
yogurt for their taste, as well as their specific nutritional value and health-promoting effect on the human
body. The aim of the study was to assess the acidity and fat content of yoghurts available on the market
in relation to the requirements specified in the standards. There were evaluated 13 natural yoghurts with
various fat contents purchased in the Lublin market. Yoghurts were determined: pH, potential acidity
(° SH) expressed as the amount of lactic acid and fat content. The acidity of the rated natural yoghurts,
expressed as lactic acid, was in line with the requirements of the Polish Standard, i.e. yoghurts contained
more than 0.6% lactic acid. Most of the trials (70%) also met the fat content requirements, i.e. the amount
of fat determined was as stated on the label. The remaining tests showed an underestimated fat content in
relation to the declared one, which may indicate irregularities at the stage of normalization or disturbances
during the production process through diluting the products with water.

Keywords: yogurt, acidity, fat, declaration
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