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Szczegolowa informacja na temat przetwarzania danych osobowych w postgpowaniu dostepna jest
na stronie www.rdn. gov. pl/klauzula-informacyjna-rodo. html
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1. Imig i nazwisko

Barttomiej Tykatowski

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe lub artystyczne — z podaniem podmiotu

nadajacego stopien, roku ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej

2012 Stopien naukowy: doktor nauk weterynaryjnych w zakresie chordb drobiu,
Wydzial Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytet Warminsko-Mazurski w
Olsztynie.

Tytul rozprawy doktorskiej: ,,Wplyw methizoprinolu i  [-glukanow na
wybrane parametry odpornosci nieswoistej oraz na przebieg zakaZenia

adenowirusem krwotocznego zapalenia jelit (HEV) u indykow”

2007 Tytuk: lekarza weterynarii, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytet

Warminsko-Mazurski w Olsztynie.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych lub

artystycznych
01.01.2015 do chwili Adiunkt, Katedra Mikrobiologii i Immunologii Klinicznej,
obecnej Wydziat  Medycyny  Weterynaryjnej, Uniwersytet

Warminsko-Mazurski w Olsztynie.

01.10.2012 - 31.12.2014 Adiunkt, Katedra Choréb Ptakow, Wydzial Medycyny
Weterynaryjnej, Uniwersytet Warminsko-Mazurski w
Olsztynie.

01.06.2011 — 30.09.2012 Asystent (pelny etat), Katedra Choroéb Ptakow, Wydzial
Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytet ~Warminsko-
Mazurski w Olsztynie.

15.10.2008 — 31.05.2011 Asystent (1/2 etatu) Katedra Chorob Ptakow, Wydzial
Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytet Warminsko-
Mazurski w Olsztynie.

01.10.2007 — 06.07.2012 Doktorant, Katedra Chorob Ptakow, Wydzial Medycyny
Weterynaryjnej, Uniwersytet Warminsko-Mazurski ~w
Olsztynie.
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4. Omowienie osiggnieé, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20
lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z
pozn. zm.). Omowienie to winno dotyczy¢ merytorycznego ujecia
przedmiotowych osiagnie¢, jak i w sposob precyzyjny okresla¢ indywidualny
wklad w ich powstanie, w przypadku, gdy dane osiggni¢cie jest dzielem
wspolautorskim, z uwzglednieniem mozliwosci wskazywania dorobku z okresu

calej kariery zawodowe;j.

4.1. Osiagnie¢cie stanowi cykl pi¢ciu publikacji powiazanych tematycznie pod

wspolnym tytulem:

,, Ocena wplywu czynnikow zakaznych i niezakaznych na wybrane parametry humoralnej i
komorkowej odpowiedzi immunologicznej u drobiu grzebigcego oraz mozliwosci
wykorzystania naturalnych i syntetycznych sktadnikow diety do poprawy funkcjonowania

ich uktadu odpornosciowego ™

Publikacje wchodzace w sklad zglaszanego cyklu:

4.1.1. Tykatowski B., Smiatek M., Pestka D., Stenzel T., Jankowski J., Mikulski D.,
Koncicki A.” Effect of whole wheat feeding on selected immune parameters in growing male
turkeys. Polish Journal of Veterinary Sciences, 2014, 17 (2), 255-262.

MNiSW2014 =20, 1F2014=0,604

Moj wkiad w powstanie tej publikacji polegat na opracowaniu koncepcji badan, opracowaniu
metodyki, zaplanowaniu i wykonaniu wigkszosci analiz laboratoryjnych, opracowaniu
i interpretacji wynikow, sformutowaniu wnioskow oraz przygotowaniu manuskryptu. Moj
udziat procentowy szacuje na 80%.

*autor korespondencyjny

4.1.2. Tykatowski B.”, Smiatek M., Koncicki A., Ognik K., Zdunczyk Z., Jankowski J. The
immune response of young turkeys to haemorrhagic enteritis virus infection at different levels
and sources of methionine in the diet. BMC Veterinary Research, 2019, 15(1):387.
MNiSW2019 =140, 1F2019 =1,835
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Moj wktad w powstanie tej publikacji polegal na opracowaniu koncepcji badan, opracowaniu
metodyki, zaplanowaniu i wykonaniu wigkszosci analiz laboratoryjnych, opracowaniu
i interpretacji wynikow, sformutowaniu wnioskow oraz przygotowaniu manuskryptu. Moj
udzial procentowy szacuje na 85%.

*autor korespondencyjny

4.1.3. Tykatowski B.", Smiatek M., Kowalczyk J., Dziewulska D., Stenzel T., Koncicki A.
Phytoncides in the prevention and therapy of blackhead disease and their effect on the turkey
immune system. Journal of Veterinary Research, 2021, 65 (1), 79-85.

MEiN2021 =140, 1F2021 =2,058

MOoj wkitad w powstanie tej publikacji polegal na opracowaniu koncepcji badan, opracowaniu
metodyki, zaplanowaniu i wykonaniu wiekszosci analiz laboratoryjnych, opracowaniu
i interpretacji wynikow, sformutowaniu wnioskow oraz przygotowaniu manuskryptu. Moj
udziat procentowy szacuje na 80%.

*autor korespondencyjny

4.1.4. Tykatowski B.", Koncicki A. Immunomodulacja jako narzedzie ograniczajgce
antybiotykoterapie w intensywnym chowie drobiu. Medycyna Weterynaryjna, 2022, 78 (8),
369-375.

MEiN2022 =70, 1F2022=0,398

Moj wkiad w powstanie tej publikacji polegat na: dokonaniu przeglgdu dostepnej literatury
naukowej, doborze materiatow wykorzystanych podczas opracowywania pracy przeglgdowej,
przygotowaniu  manuskryptu. Ponad 15% cytowanego w artykule pismiennictwa to
opublikowane wczesniej wyniki badan wtasnych, ktorych jestem autorem lub wspotautorem.
Moj udziat procentowy szacuje na 95%.

*autor korespondencyjny

4.1.5. Tykatowski B.”, Koncicki A., Kowalczyk J., Smiatek M., Bakuta T., Murawska D.,
Sobotka W., Stenzel T. The impact of full-fat Hermetia illucens larvae meal on the health and
immune system function of broiler chickens. Journal of Veterinary Research, 2023, 67 (2),
197-207.

MEiN2023 =140, 1F2023 =2,058

Moj wktad w powstanie tej publikacji polegat na opracowaniu koncepcji badan, opracowaniu

metodyki, zaplanowaniu i wykonaniu wigkszosci analiz laboratoryjnych, opracowaniu
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i interpretacji wynikow, sformutowaniu wnioskow oraz przygotowaniu manuskryptu. Moj
udziat procentowy szacuje na 80%.

*autor korespondencyjny

Laczna punktacja pigciu prac, wchodzacych w sktad cyklu publikacji powigzanych
tematycznie, zgodnie z zalaczong analizg bibliometryczng dorobku naukowego wynosi 510
punktéw MNiSW/MEiIN. Sumaryczny wspétczynnik wptywu 1F=6,953.

Publikacja 4.1.2 powstala jako efekt badan finansowanych przez NCN w ramach
projektu badawczego nr 2013/11/B/NZ9/02496 pt. ,, Mozliwosci wykorzystania metioniny jako
zywieniowego czynnika ksztaltujgcego potencjat antyoksydacyjny i stymulujqcego funkcje

systemu immunologicznego indykow”, w ktorym bylem wykonawca.

Publikacja 4.1.5 powstata jako efekt badan finansowanych przez NCBiR w ramach
projektu badawczego nr GOSPOSTRATEG1/385141/16/NCBR/2018 pt. ,, Opracowanie
strategii wykorzystania alternatywnych Zrodet biatka owadow w zZywieniu zwierzgt

umozliwiajgcej rozwdj jego produkcji na terytorium RP”, w ktorym bytem wykonawca.

4.2. Omowienie osiagni¢cia naukowego

4.2.1. Wprowadzenie i cel badan

Uktad immunologiczny drobiu utrzymywanego na fermach wielkotowarowych
jest narazony na szereg czynnikow wplywajacych bezposrednio lub posrednio na jego
funkcjonowanie. W zalezno$ci od rodzaju czynnika (np. zakaZny lub niezakazny)
patomechanizm jego oddzialywania bedzie rozny, lecz skutkiem moze by¢
przejsciowe lub trwate uposledzenie humoralnych i/lub komérkowych mechanizmow
obronnych organizmu czyli stan immunosupresji. Wraz z ukladami nerwowym i
dokrewnym uktad immunologiczny jest odpowiedzialny za koordynacje i utrzymanie
homeostazy organizmu oraz reagowanie na bodzce egzo- i endogenne (44).

Intensyfikacja produkcji drobiu migsnego, w szczegdlnosci indykow i kurczat
brojlerow, na tak szerokg skale, jaka obserwujemy aktualnie, nie bylaby mozliwa,

gdyby nie prowadzone prace hodowlane i genetyczne majace na celu doskonalenie
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uzytkowe istniejacych linii i ras. Prace te majg na celu przede wszystkim zwigkszenie i
przyspieszenie przyrostow masy ciata, w tym gltownie tkanki mig$niowej, przy
jednoczesnym zmniejszeniu zuzycia paszy na 1 kg przyrostu. Niestety tak wysoka
wydajnos¢ produkcyjng u kurczat brojlerow i indykow rzeznych uzyskano kosztem
obnizenia ich wrodzonej odpornosci (31, 37). Przejawia sie to wzrostem podatnosci na
réznego rodzaju choroby (inwazyjne, zakazne i metaboliczne) oraz pogorszeniem
poziomu protekcji po szczepieniach profilaktycznych (45). Stan ten potggowany jest
bardzo czgsto oddzialywaniem immunosupresoréow zakaznych i niezakaznych, np.
zwigzanych z warunkami chowu wielkotowarowego (wysokie stezenie amoniaku,
duze dobowe wahania temperatury) oraz jakoscig i sktadem skarmianych mieszanek
paszowych. Stosowane obecnie wysoko przetworzone pasze pelnoporcjowe
produkowane wyltacznie z drobno rozdrobnionych komponentow takze nie sg obojgtne
dla zdrowia i prawidlowego rozwoju szybko rosnagcych ptakéw. Brak strukturalnych
elementow w mieszankach paszowych, nawet tych granulowanych, prowadzi cze¢sto
do rozszerzenia zotadka gruczolowego, zaburzenia rozwoju i funkcji zoladka
migsniowego oraz do przyspieszenia pasazu treSci do dalszych odcinkéw przewodu
pokarmowego (54). To z kolei wptywa na caly proces trawienia i przyswajania
sktadnikow odzywczych, a co za tym idzie na caly organizm ptaka. Moze takze
przyczynia¢ si¢ do nieprawidlowego funkcjonowania lokalnych mechanizmow
obronnych przewodu pokarmowego oraz zmniejsza¢ integralnosci btony §luzowe;j
jelit, predysponujac do rozwoju schorzen przebiegajacych zwykle subklinicznie (np.
kokcydioza, nekrotyczne zapalenie jelit) w poczatkowej fazie choroby (1, 25). Czas
przebywania pokarmu w zotadkach u drobiu jest gtownym czynnikiem wptywajacym
na efektywnos$¢ trawienia (41). Wysokie spozycie granulowanej paszy moze mieé
szczegblnie szkodliwy wptyw w przypadku braku w niej strukturalnych sktadnikéw,
przy stabo rozwinietym zotadku mig$niowym. Miliony lat ewolucji ptakow, budowy
ich przewodu pokarmowego i jego fizjologii oraz sposob naturalnego odzywiania nie
nadazaja za gwaltownymi zmianami w sposobie zywienia narzuconymi w ciagu
ostatnich kilkudziesigciu lat przez cztowieka. Rosngca liczba czynnikow negatywnie
oddzialujaca na status immunologiczny ptakdw utrzymywanych systemem
wielkotowarowym przektada si¢ na czestotliwos¢ wystepowania u nich problemoéw
zdrowotnych. To z kolei pocigga za sobg koniecznos$¢ leczenia tych zwierzat, zwykle z
uzyciem antybiotykdéw, co przyczynia si¢ do wzrostu liczby patogenow lekoopornych

w $Srodowisku. Stad obserwujemy od jakiego$ czasu trend polegajacy na zmianach
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podejécia do zywienia zwierzat gospodarskich oraz ich leczenia. Szereg czynnikow
natury medycznej oraz spoleczno-ekonomicznych zmusza nas do poszukiwania
nowych rozwigzan zywieniowych oraz terapeutycznych. Jednymi z powaznych
wyzwan wspotczesnego $swiata jest konieczno$¢ wdrazania alternatywnych zrodet
biatka w zywieniu zwierzat 1 czlowieka oraz poszukiwanie substancji pochodzenia
naturalnego zdolnych do wspomagania swoistych i nieswoistych mechanizmow
obronnych i/lub do leczenia zakazen wywotanych przez patogeny oporne na
komercyjne chemioterapeutyki. Alternatywne zrodia biatek, jak np. biatka owadzie,
nie sg juz tylko futurystycznym marzeniem, lecz staly si¢ w ostatnich latach
rzeczywistoscig. W zaleznosci od gatunku owada, z ktorego pozyskuje si¢ biatko, jego
formy rozwojowej (np. larwa) oraz ostatecznego sktadu i wartosci odzywczych, tzw.
maczki owadziej oddzialywanie na organizm zywionych tym produktem zwierzat
moze diametralnie si¢ rézni¢. Potrzeba jeszcze wielu badan aby moéc catkowicie
zastgpi¢ biatko sojowe, czy tluszcze roslinne komponentami owadzimi. Poza sama
procentowg zawartoscig biatka w paszach bardziej liczy si¢ udzial i wzajemne
proporcje poszczegolnych aminokwasow, zwlaszcza aminokwasow egzogennych.
Wiele z nich nie tylko limituje mozliwosci wykorzystania bialek paszy do budowy np.
tkanki migsniowej, ale majg bezposredni wplyw na mechanizmy odpowiedzi
przeciwzakazne] organizmu. Zapotrzebowanie drobiu na poszczegdlne aminokwasy
egzogenne jest diametralnie rdzne z przebiegu chorob zakaznych i inwazyjnych w
porownaniu do ptakoéw zdrowych (35).

Stopniowe cho¢ nieuniknione zmiany obserwujemy takze w podejsciu do terapii
chorob drobiu, gdzie zamiast syntetycznych chemioterapeutykow, antybiotykow,
histomonostatykéw i kokcydiostatykow stosowane sg preparaty zawierajace naturalne
fitoncydy 1 fitoaleksyny ekstrahowane z roéznych gatunkéw ro$lin. Jeszcze
kilkadziesigt lat temu drob mial w wiekszos$ci naturalny dostep do licznych gatunkéw
roslin tgkowych. W warunkach przydomowego chowu gospodarskiego zwierzeta same
pobieraty potrzebne im zwigzki fitogeniczne we witasciwych ilosciach i odpowiednich
proporcjach instynktownie wybierajac i zjadajac konkretne gatunki roslin w przebiegu
réznych chorob (43). Przyczyn trwajacych obecnie zmian w podej$ciu do chowu,
zywienia 1 terapii zwierzat gospodarskich jest wiele. Obejmujg one migdzy innymi
rosngcg liczbe ludnosci $wiata 1 ciagly wzrost spozycia migsa przy jednoczesnym
spadku mozliwos$ci jego produkcji. Rosnie takze §wiadomo$¢ spoteczna w zakresie

ekologii 1 zrownowazonej gospodarki Zywno$ciowej oraz zmieniaja si¢ nawyki

7



Autoreferat: Barttomiej Tykatowski

zywieniowe ludzi w krajach wysokorozwinigtych. Z roku na rok obserwujemy takze
narastajacy problem patogenow lekoopornych, w tym wielolekoopornych bakterii
chorobotworczych niebezpiecznych zarowno dla zwierzat, jak i cztowieka. Problem
wielolekooporno$ci ma niestety zasieg globalny. Ponadto z przeprowadzonych badan
wynika, ze nawet antybiotyki uznane za skuteczne moga wykazywac ograniczong
efektywnos¢, jezeli mechanizmy obronne gospodarza nie sg wystarczajaco sprawne.
Stwierdzenie to przemawia za celowos$cig poszukiwania takich metod postepowania,
ale i substancji, ktore obok dziatania bakteriobdjczego 1 bakteriostatycznego
dziatatyby réwnoczes$nie stymulujaco na uklad immunologiczny. Uwzgledniajac
aspekt praktyczny nalezy kontynuowaé badania substancji przeciwdrobnoustrojowych,
ktore taczylyby dziatanie lecznicze z aktywizacja uktadu odpornosciowego w kierunku
zwigkszania sprawno$ci mechanizmow przeciwzakaznej odpornosci wrodzonej i
nabytej. Przyszloscia wydaje si¢ takze szeroko pojeta immunomodulacja. W
postepowaniu  klinicznym  od  lat  wykorzystuje  si¢  wiele  substancji
(immunomodulatorow) 1 procedur ingerujacych w mechanizmy odpowiedzi
immunologicznej. Najog6lniej immunomodulacja odnosi si¢ do metod i $rodkow
pozwalajacych wptywaé na funkcje uktadu odpornosciowego, czyli modyfikowac jego
stan 1 aktywnos$¢. Postepowanie to obejmuje wszystkie substancje stymulujace lub
hamujace komorkowe i humoralne mechanizmy obronne organizmu. Jak wynika z
powyzszego stwierdzenia, efekt stosowania S$rodka immunomodulujacego moze
przybiera¢ charakter immunostymulacji lub ostabiania odpowiedzi immunologiczne;.
Niektore zwigzki dziataja zarowno stymulujaco, jak i1 hamujaco na odpowiedz
immunologiczng, co zalezy, migdzy innymi, od ich dawki, schematu stosowania, drogi
podania, stanu zdrowotnego czy gatunku ptaka. Z tego tez wzgledu niektore z
immunomodulatorow nie beda sensu stricto stymulowaly mechanizméw
immunologicznych, lecz przywracaly ich oslabiong reaktywno$é¢ do normy. Srodki
immunostymulujace sg stosowane zaréwno wtedy, gdy uklad odpornosciowy dziata
prawidlowo, np. w immunoprofilaktyce swoistej jako adiuwanty w celu wzmocnienia
odpowiedzi immunologicznej na podany antygen szczepionkowy (48, 58), jak i w
stanach ostabienia okreslonej jego funkcji, np. u ptakow zakazonych
immunosupresyjnymi patogenami. Do takich patogenéw nalezy niewatpliwie
adenowirus krwotocznego zapalenia jelit (HEV). Zakazenia tym wirusem sg Szeroko
rozpowszechnione w stadach indykéw w naszym kraju i na §wiecie. Nastgpstwem

najczesciej bezobjawowej infekcji tym wirusem jest powazne uposledzenie funkcji
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uktadu immunologicznego (55). Wywotanie stanu immunosupresji u indykow ma
ogromne znaczenie praktyczne, czego wyrazem jest coraz rzadsze wystgpowanie
klasycznych jednostek chorobowych u tych ptakéw a coraz czestsze pojawianie si¢
zespotow chorobowych, bedacych wypadkowa interakcji pomiedzy rdéznymi
czynnikami zakaznymi i niezakaznymi. Poniewaz obraz Kliniczny w takich
przypadkach jest najczesciej wynikiem wtdrnych zakazen bakteryjnych (Escherichia
coli, Ornithobacterium rhinotracheale, Bordetella avium), podjete leczenie nie moze
by¢ z oczywistych wzgledow skuteczne, gdyz nie likwiduje czynnika pierwotnego. W
takim przypadku wskazane byloby zastosowanie immunomodulatorow w celu
przywrocenia prawidtowego funkcjonowania uktadu odpornosciowego zakazonego
ptaka i pobudzenie mechanizméw odpornosci przeciwzakaznej, np. Syntezy
interferonu.

Rownolegle do obserwowanego ogromnego postepu W chowie i hodowli drobiu
jestesmy takze $wiadkami dynamicznego rozwoju nowatorskich metod badawczych i
diagnostycznych. Komercyjny dostep do znakowanych fluorochromami przeciwciat
rozpoznajacych swoiscie rozne receptory i molekuly na powierzchni i wewnatrz
komoérek immunokompetentnych u ptakow, umozliwito zastosowanie cytometrii
przeptywowej do okres$lenia zmian ilosciowych i jakosciowych wielu populacji
komorek, w tym licznych subpopulacji limfocytow we krwi i w narzadach podczas
toczacego si¢ procesu chorobowego (32). Metoda ta pozwala rowniez oceniaé stan
funkcjonalny (pobudzenie, supresj¢, apoptoze czy nekroze) réznych subpopulacji
komorek w odpowiedzi na zastosowane w badaniach szczepionki, patogeny, leki,
suplementy diety czy $rodki immunomodulujgce. Obok tradycyjnej, stosowanej od
bardzo dawna w diagnostyce metody immunoenzymatycznej (ELISA), cytometria
przeptywowa pozwala na szeroka ocen¢ stanu i funkcji komorek uktadu
immunologicznego badanych ptakéw. Niejednokrotnie bowiem w przebiegu réznych
chorob, w tym w przebiegu krwotocznego zapalenia jelit u indykéw, dochodzi¢ moze
do zaburzen w obrgbie mechanizméw odpornosci komoérkowej przy nieznacznym
wplywie tego wirusa na wskazniki odpornosci humoralnej jak miano przeciwciat
poszczepiennych. Liczba publikacji zawierajacych wyniki badan cytometrycznych u
drobiu, glownie u gatunku Gallus gallus domesticus, w ciggu ostatnich dziesieciu lat
wzrosta o blisko 30 % w porownaniu do poprzedniego dziesigciolecia (dane PubMed).

Celem przeprowadzonych badan bylo okreslenie wpltywu szerokiej grupy

czynnikdw (zywieniowych, fitogenicznych i zakaznych) na wybrane wskazniki

9



Tab. 1.

Autoreferat: Barttomiej Tykatowski

odpornosci humoralnej 1 komoérkowej u drobiu grzebigcego. Kolejnym celem byto
opracowanie metod i wdrozenie cytometrii przeplywowej do okreslania réznych
parametrow komorkowej odpowiedzi immunologicznej u ptakow, szczegdlnie u
indykéw, gdyz mechanizmy obronne u tego gatunku nadal nie sg tak szeroko poznane
jak u kur. Przeprowadzone do$wiadczenia miaty takze na celu okreslenie mozliwos$ci
wykorzystania naturalnych i syntetycznych sktadnikow diety, o potencjalnym
oddziatywaniu immunomodulacyjnym, do poprawy funkcjonowania uktadu
odpornosciowego ptakow oraz uzycia naturalnych fitoncydéw w profilaktyce 1 terapii
histomonozy, dla ktorej od kilku lat nie ma dost¢pnej zadnej alternatywnej (w §wietle
obowigzujacego prawa) metody postgpowania.

Wyniki badan, ktore realizowano z zastosowaniem metod opisanych ponizej,
opublikowano w czterech pracach oryginalnych (4.1.1., 4.1.2., 4.1.3 i 4.1.5) i jednej
pracy przegladowej (4.1.4.).
4.2.1.1. Material i metody
4.2.1.2. Zwierzeta dosSwiadczalne (dane ogolne) oraz podzial na eksperymenty

Badania w warunkach laboratoryjnych przeprowadzono tacznie na 549 indykach
rzeznych i 384 brojlerach kurzych, natomiast doswiadczenie w stadzie indykow
rodzicielskich przeprowadzono na komercyjnej fermie reprodukcyjnej, gdzie
utrzymywano 9339 ptakow. Wykonane doswiadczenia wchodzity w sktad pigciu
eksperymentow (Tab. 1) i byly prowadzone za zgoda Lokalnej Komisji Etycznej ds.
Dos$wiadczen na Zwierzgtach w Olsztynie. Szczegotowe uktady doswiadczalne wraz z

podziatem ptakéw na grupy opisano w punkcie 4.2.2.2.

Wykaz eksperymentéw, ktérych wyniki opublikowano w artykulach wchodzacych w sklad

zglaszanego cyklu publikacji.

Eksperyment Tytul

A Wplyw zywienia indykow rzeznych pasza z dodatkiem catych ziaren pszenicy na
wybrane wskazniki immunologiczne.

Wpltyw réznych pozioméw i zrodet metioniny w paszy na wybrane wskazniki

B odpowiedzi immunologicznej u klinicznie zdrowych indykow oraz zakazonych
wirusem krwotocznego zapalenia jelit.

C Badanie skutecznos$ci fitoncydow w terapii i zapobieganiu histomonozy u indykéw
reprodukcyjnych.

D Wptyw fitoncydow na wybrane wskazniki immunologiczne u indykéw rzeznych.

E Badanie wplywu petnotlustej maczki z larw muchy czarnej (Hermetia illucens) na

zdrowotno$¢ 1 wybrane wskazniki immunologiczne u kurczat brojlerow.
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4.2.1.3. Uklad doswiadczalny, pobrany material, kierunki badan i metody analizy

statystycznej

Eksperyment A

» Wplyw Zywienia indykow rzeinych paszq z dodatkiem calych ziaren pszenicy na
wybrane wskazniki immunologiczne”

Badania przeprowadzono na 210 indorach rzeznych Hybrid Converter
zakupionych w komercyjnym zaktadzie wylegowym Grelavi S.A. (Ketrzyn, Polska).
Ptaki 1-dniowe podzielono losowo na trzy rowne grupy (Wo, Wso, Wioo0), kazda w
siedmiu powtdrzeniach, po 10 sztuk na powtorzenie. Indyki z kazdego powtdrzenia
przez caly okres do§wiadczenia utrzymywano w izolowanych kojcach na pellecie ze
stomy, przy stalym dostepie do wody i paszy. Warunki utrzymania 1 program $wietlny
byty zgodne z zaleceniami producenta pisklat Hybrid Turkeys (Hendrix Genetics,
Kanada). Przez pierwsze cztery tygodnie wszystkie indyki doswiadczalne
otrzymywaly identyczng mieszanke paszowa bez dodatku catych ziaren pszenicy. Od
5. do 12. tygodnia zycia indyki z grupy Wo otrzymywaly pasz¢ zawierajaca pszenicg w
formie rozdrobnionej. Natomiast ptaki z grup Wso otrzymywaly pasz¢ zawierajacg
pszenice w formach rozdrobnionej i calych ziaren w proporcji 50:50. Indyki z grupy
W0 otrzymywaly w tym czasie mieszanke paszowa zawierajaca pszenice wytacznie
w postaci catych ziaren. W celu uzyskania pszenicy rozdrobnionej, ziarno zostalo
zmielone za pomoca miyna miotkowego. Srednica i dlugo$¢ granulek pszenicy
wynosily odpowiednio 4 mm i okoto 2-3 mm dla indykow 5-8 tyg. 1 okoto 4 mm dla
indykéow 9-12 tyg. Dla indykow wszystkich grup wykorzystano ziarno pszenicy
pochodzace z jednej partii. Indyki zostaly zaszczepione przeciwko Wwirusowi
rzekomego pomoru drobiu (ND) w 20 dniu zycia oraz zakaznego zapalenia nosa i
tchawicy (TRT) w 1. (zaktad wylegowy) i 30. dniu zycia, szczepionkami zywymi
atenuowanymi Nobilis ND Clone 30 (Merck, USA) i Poulvac TRT (Zoetis, USA). W
12. tyg. zycia pobierano krew do badan serologicznych (n=23/grupg) i
cytometrycznych (n=7/grupe). W surowicy oznaczano miano przeciwciat
poszczepiennych przeciwko wirusom ND i TRT. Po uboju natomiast pobierano
migdatki jelit slepych (CT) oraz koncowy odcinek jelita biodrowego o dtugosci 10 cm
do badan cytometrycznych. Z krwi pelnej oraz z CT i z blony $luzowej jelit §lepych

wyizolowano komorki mononuklearne w celu oznaczenia odsetka subpopulacji
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limfocytow T CD4*, CD8a" i CD4"CD8a". Szczegdtowa metodyka badan zostata
opisana w podrozdziale 4.2.2.3. Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej w
srodowisku oprogramowania Statistica 10.0 (StatSoft Inc., USA). Wyniki zostaly
wyrazone jako wartosci $rednie + odchylenie standardowe (SD) wraz z bigdem
standardowym $redniej (SEM). Po przeprowadzeniu jednoczynnikowej analizy
wariancji ANOVA, wyniki poddawano analizie post-hoc testem Newmana-Keulsa.

Roéznice migdzy wynikami zostaly uznane za statystycznie istotne przy P < 0,05.

Eksperyment B

» Wplyw roZnych poziomow i rodel metioniny w paszy na wybrane wskazniki
odpowiedzi immunologicznej u klinicznie zdrowych indykow oraz zakaZonych
wirusem krwotocznego zapalenia jelit”

Badania przeprowadzono na 240 indyczkach rzeznych Hybrid Converter
zakupionych w komercyjnym zaktadzie wylggowym Grelavi S.A. (Ketrzyn, Polska).
Ptaki 1-dniowe podzielono losowo na cztery grupy zywieniowe (DLMi, MHAL,
DLMu i MHAR), po dwa powtorzenia na grupe (0-DLML i HE-DLM; 0-MHAL i HE-
MHAL; 0-DLMH i HE-DLM4; 0-MHAH | HE-MHAW). W kazdym powtorzeniu byto
po 30 indyczek. Ptaki byly utrzymywane w izolowanych boksach Pawilonu Zakazen
Eksperymentalnych Ptakoéw klasy biobezpieczenstwa BSL-3, na stomianym pellecie
przy statym dostgpie do wody 1 paszy. Warunki utrzymania i program $wietlny byly
zgodne z zaleceniami producenta pisklat Hybrid Turkeys (Hendrix Genetics, Kanada).
Indyki z grup DLML i DLMu otrzymywaly mieszanki paszowe zawierajace DL-
metioning (DLM) w dawce zalecanej przez NRC (36) (grupa DLML) i w dawce 0 40 %
wyzszej (grupa DLMH). Z kolei ptaki z grup MHAL i MHAH otrzymywaly mieszanki
paszowe zawierajgce wapnia-2-hydroksy-4-metylo-tio-maslan, czyli s61 wapniowsg
hydroksyanalogu metioniny (MHA), w dawce zalecanej przez NRC w grupie MHAL i
w dawce 0 40 % wyzszej (grupa MHAR). Doswiadczenie bylo podzielone na dwa
okresy zywieniowe, od 1. do 4. tyg. 1 od 5. do 8. tyg. zycia. Zawartos¢ DLM lub MHA
w przeliczeniu na metioning w pierwszym okresie wynosita 0,55 (grupy DLML i
MHAL) lub 0,78 % (grupy DLMy i MHAWR), natomiast w drugim okresie, odpowiednio
0,45 i 0,65 %. W 10. dniu zycia wszystkie ptaki zaszczepiono przeciwko ND
szczepionka zywa atenuowang Nobilis ND Clone 30 (Merck, USA) a w 28. 1 49. dniu

przeciwko ornitobakteriozie szczepionkg inaktywowang Ornitin (ABIC, Izrael). W 42.
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dniu zycia indyki z powtorzeh HE-DLM_, HE-MHA., HE-DLMy i HE-MHAH
zakazono krajowym izolatem wirusa krwotocznego zapalenia jelit (HEV), podajac 1
ml zawiesiny zawierajacej HEV w dawce 10*3EIDso, wprowadzonej za pomoca sondy
do wola. Zawiesing przygotowano metoda opisang przez Koncickiego (27). Ptaki z
powtorzen 0-DLMy, 0-MHAL, 0-DLM4 i 0-MHAH stanowily niezakazong kontrole.
W 47 dniu zycia od 7 ptakéw z kazdego powtdrzenia pobierano krew do badan
cytometrycznych i serologicznych, a nastepnie te ptaki poddano humanitarnej eutanazji
w aparacie UNO Euthanasia Unit (UNOBV, Holandia) i pobierano od nich migdatki
jelit slepych (CT) oraz $ledzion¢ do badan cytometrycznych. Z krwi petnej oraz z CT 1
$ledziony wyizolowano komorki mononuklearne w celu oznaczenia odsetka
subpopulacji limfocytow T CD4*, CD4*CD25", CD8u", CD4"CD8a" i limfocytéw B
IgM* oraz odsetka subpopulacji limfocytow T CD4" syntetyzujacych interleuking 6
(IL-6), po stymulacji mitogenami w warunkach in vitro. W osoczu krwi oznaczano
0go6lny poziom immunoglobulin klasy A (IgA) oraz IL-6. W 56 dniu zycia, od 23
ptakow z powtorzenia, pobrano krew do badan serologicznych. W surowicy oznaczano
miano przeciwcial poszczepiennych przeciwko wirusom ND i ORT. Szczegotowa
metodyka badan zostata opisana w podrozdziale 4.2.2.3. Uzyskane wyniki poddano
trojczynnikowej analizie Wariancji ANOVA w srodowisku oprogramowania Statistica
12.0 (StatSoft Inc., USA). Wyniki zostaly wyrazone jako wartosci $rednie wraz z
btgdem standardowym S$redniej (SEM). Istotno$¢ réznic miedzy $rednimi okreslono
testem F oraz testem wielokrotnych rozstgpoéw post-hoc Duncana. Réznice migdzy

wynikami zostaly uznane za statystycznie istotne przy P < 0,05.

Eksperyment C

wBadanie skutecznosci fitoncydow w terapii i zapobieganiu histomonozy u indykow
reprodukcyjnych”
Badania przeprowadzono na fermie reprodukcyjnej, gdzie utrzymywano 4450
indyczek w odchowalni J-1 i 3870 indyczek oraz 1019 indoréow w odchowalni J-2.
Budynek J-2 byt podzielony litg §ciang na dwie czgéci — sektor dla samcow i dla samic.
U 11. tyg. indyczek w odchowalni J-2 stwierdzono kliniczng posta¢ histomonozy,
ktorg potwierdzono badaniami molekularnymi z wykorzystaniem techniki PCR (12).
W ciaggu kolejnych 7 dni padto 48 indyczek z podobnymi objawami i zmianami
sekcyjnymi. Do leczenia chorych indyczek oraz profilaktycznie u zdrowych klinicznie
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indorow z tej samej odchowalni i u zdrowych klinicznie indyczek z odchowalni J-1,
zastosowano preparat adiCox>°t PF (AdiFeed, Polska), zawierajacy fitoncydy o
dziataniu przeciwpierwotniaczym i przeciwbakteryjnym. Preparat zawierat w sktadzie
52 % ekstraktu z roslin (Acorus calamus L., Saponaria officinalis L., Sinapis alba L.,
Piper nigrum L.); 9,2 % tymolu; 4,6 % kwasu octowego; 0,6 % mleczanu wapnia i 0,2
% dwuoctanu sodu. Ptaki w budynku J-2 otrzymaty preparat w dawce 2,5 ml/l w trzech
7-dniowych cyklach z 2-dniowa przerwa pomiedzy cyklami. Natomiast indyczki w
budynku J-1 otrzymaty ten preparat takze w trzech 7-dniowych cyklach z tym, ze w
pierwszym cyklu dawka wynosita 2,5 ml/l wody, natomiast w dwoch kolejnych 1 ml/l
wody. Przerwy pomiedzy cyklami takze wynosily dwa dni. Wszystkie ptaki, ktore
wykazywaty objawy chorobowe poddawano eutanazji dwutlenkiem wegla i badano
sekcyjnie razem z ptakami padlymi. Od sekcjonowanych osobnikow pobierano
wycinki watroby 1 jelit §lepych do badan molekularnych i mikrobiologicznych oraz
wycinki serca, $ledziony i jelit biodrowych do badan bakteriologicznych i/lub
parazytologicznych. Po pierwszym etapie leczenia preparatem zawierajacym
fitoncydy, wszystkie indyki otrzymaty lewamizol w preparacie Levamol 10 %
(Vetoquinol Biowet, Polska) przez dwa kolejne dni w dawce 0,3 ml/kg m.c. Po
odrobaczeniu ptaki otrzymaty przez dwa nastgpne dni probiotyk (Protexin, Probiotics,
Anglia) i przez kolejne dwa dni preparat witaminowo - aminokwasowy (Metafisiol,
Chemifarma, Polska). Nastepnie wszystkie indyki w budynku J-2 otrzymaty adiCoxSC-
PF przez 7 dni w dawce 2,5 ml/l wody a w budynku J-1 w dawce 1 ml/l. Do
zakonczenia okresu odchowu, czyli do 28 tyg. zycia wszystkie indyki otrzymywaty
profilaktycznie adiCox®°" PF w dawce 1 ml/I wody w 7-dniowych cyklach z 3-dniowa
przerwa pomigdzy cyklami. W 29. tyg. Zycia ptaki zostaty przeniesione z odchowalni
do budynkéw produkcyjnych. Indyczki z odchowalni J-2 przeniesiono do hali
produkcyjnej P-1. Natomiast indyczki z odchowalni J-1 przeniesiono po potowie do
hal produkcyjnych P-2 i P-3, do ktorych przeniesiono takze po potowie indorow z
odchowalni J-1. Indory zostaly umieszczone w sektorach oddzielonych od samic.
Indyczki w hali P-1 do konca okresu niesnego, czyli do 56. tyg. zycia otrzymywaty
adiCoxS°- PF w dawce 1 ml/l wody w 7-dniowych cyklach z 7-dniowa przerwa
pomiedzy cyklami. Z kolei indyki w halach produkcyjnych P-2 i P-3 do konca okresu
niesnego otrzymywaly adiCox>°- PF w dawce 1 ml/l wody w 3-dniowych cyklach z
11-dniowg przerwg pomigdzy cyklami. Przez caty okres produkcji niesnej (od 32. do

56. tyg.) monitorowano liczbe¢ zniesionych jaj na nioske, zaptodnienie jaj, wylegowos¢
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z jaj natozonych do inkubacji oraz wskaznik $miertelnosci (upadki + sztuki
wybrakowane). Szczegdtowa metodyka badan zostala opisana w podrozdziale 4.2.2.3.
Uzyskane wyniki zostaly poddane analizie statystycznej testem t-Studenta dla prob
niezaleznych w $srodowisku programu Statistica 13.1 (StatSoft Inc., USA). Wyniki
zostaly wyrazone jako warto$ci $rednie + odchylenie standardowe (SD). Roznice

mig¢dzy wynikami zostaty uznane za statystycznie istotne przy P < 0,05.

Eksperyment D

» Wplyw fitoncydow na wybrane wskazniki immunologiczne u indykow rzeZnych”

Badania przeprowadzono na 99 indyczkach rzeznych Hybrid Converter
zakupionych w komercyjnym zaktadzie wylegowym Grelavi S.A. (Ketrzyn, Polska).
Ptaki 1-dniowe podzielono losowo na sze$¢ grup: Al, A2 i A3 po 10 szt. w kazdej
(doswiadczenie I) oraz B1, B2 i B3 po 23 indyki w grupie (doswiadczenie II). Ptaki
byly utrzymywane w izolowanych boksach klasy biobezpieczenstwa BSL-3, na
pellecie ze slomy, przy statym dostepie do wody i1 paszy. Warunki utrzymania i
program $wietlny byly zgodne z zaleceniami producenta pisklat Hybrid Turkeys
(Hendrix Genetics, Kanada).

Doswiadczenie |

»Badanie wplywu roZnych dawek fitoncydow na wybrane wskazniki odpornosci
komorkowej u indykow rzeZnych”

Od 46. dnia zycia indyki z grup A2 i A3 otrzymywaty z woda do picia (przez trzy
kolejne doby) mieszanke paszowa uzupehiajaca adiCox>°t PF (AdiFeed, Polska), w
dawkach 1 ml/l (grupa A2) lub 3 ml/l grupa A3. Preparat byt podawany w wodzie
ciaglej. Indyki z grupy Al stanowily kontrol¢ 1 nie otrzymywaty fitoncydow. W 49.
dniu zycia, 10 godz. od ostatniego pobrania wody z badanym preparatem, pobrano od
indykéw z kazdej grupy krew do badan cytometrycznych (n=7/grupg), a nastepnie 7
ptakow poddano humanitarnej eutanazji w aparacie UNO Euthanasia Unit (UNOBV,
Holandia) 1 pobierano od nich §ledzion¢ do badan cytometrycznych. Z krwi petnej oraz
z wycinkow $ledziony wyizolowano komoérki mononuklearne w celu oznaczenia
odsetka subpopulacji limfocytow T CD4", CD8a", CD4"CD8a" i limfocytow B IgM™.

Szczegotowa metodyka badan zostata opisana w podrozdziale 4.2.2.3.
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Doswiadczenie 11

w»Badanie wplywu fitoncydow na wskaZniki humoralnej odpornosci poszczepiennej u
indykow rzeZnych”

Od 46. dnia zycia indyki z grupy B2, a od 49. - indyki z grupy B3 otrzymywaty z
wodg do picia (przez trzy kolejne doby) badany preparat adiCox>°- PF (AdiFeed,
Polska) w dawce 1 ml/l wody ciaglej. Indyki z grupy B1 stanowily kontrole i nie
otrzymywaty fitoncydow. W 49. dobie zycia wszystkie indyki zaszczepiono przeciwko
ornitobakteriozie szczepionka inaktywowang Ornitin (ABIC, Izrael), ktéra podano
podskornie po 0,5 ml na ptaka. W 49. dniu zycia (przed szczepieniem) oraz w 70. dniu
zycia (3 tyg. po szczepieniu) od wszystkich ptakéw z kazdej grupy (n=23/grupe)
pobrano krew do badan serologicznych. W odwirowanej surowicy oznaczano miano
przeciwcial poszczepiennych przeciwko Ornithobacterium rhinotracheale (ORT).
Szczegdlowa metodyka badan zostata opisana w podrozdziale 4.2.2.3. Uzyskane w obu
doswiadczeniach wyniki zostaly poddane analizie statystycznej testem t-Studenta dla
prob niezaleznych w $rodowisku programu Statistica 13.1 (StatSoft Inc., USA).
Wyniki zostaly wyrazone jako wartosci srednie + odchylenie standardowe (SD).

Roéznice migdzy wynikami zostaty uznane za statystycznie istotne przy P < 0,05.

Eksperyment E
»Badanie wplywu petnotlustej mqgczki z larw muchy czarnej (Hermetia illucens) na
zdrowotnos¢ i wybrane wskazniki immunologiczne u kurczqt brojlerow”

Badania przeprowadzono na 384 kurczetach Ross 308 (samcach), zakupionych w
komercyjnym zakladzie wylegowym Animex Foods Sp. z o.0. (Sokotka, Polska). W
wylegarni kurczgta zostaly zaszczepione przeciwko chorobie Mareka szczepionka
Cryomarex Rispens+HVT (Boehringer Ing., Niemcy) oraz przeciwko kokcydiozie
szczepionka Hipracox (Hipra, Hiszpania). Po przywiezieniu na ferm¢ doswiadczalna,
piskleta zaszczepiono przeciwko rzekomemu pomorowi drobiu (ND) i zakaznemu
zapaleniu oskrzeli (IB), a w 7. dobie zycia przeciwko zakazeniom wywotanym przez
metapneumowirusy  ptasie  (aMPV), szczepionkami zywymi atenuowanymi
odpowiednio Nobilis Ma5+Clone 30 (Merck, USA) i Poulvac TRT (Zoetis, USA).
Ptaki 1-dniowe podzielono losowo na cztery rowne grupy (HI-0, HI-50, HI-75 i HI-

100), kazda w o$miu powtorzeniach po 12 sztuk. Kurczeta z kazdego powtorzenia
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przez caty okres doswiadczenia utrzymywano w izolowanych kojcach na pellecie ze
stomy, przy statym dostgpie do wody i paszy. Warunki utrzymania i program §wietlny
byly zgodne z zaleceniami producenta pisklat (Aviagen, USA). W doswiadczeniu
zastosowano 3-fazowy program zywienia, na ktory skladaty si¢ mieszanki paszowe
typu starter (1-14 dzien zycia), grower (15-35 dzien zycia) i finisher (36-42 dzien
zycia). W mieszankach paszowych przeznaczonych do zywienia kurczat z grup HI-50,
HI-75 1 HI-100 zastapiono proteiny sojowe - biatkiem owadzim z maczki z larw
muchy czarnej (HI) w proporcjach 50:50 (grupa HI-50), 25:75 (grupa HI-75) i 0:100
(grupa HI-100). Kurczgta z grupy HI-0 otrzymywaly pasze zawierajace wylacznie
biatko sojowe. Maczke z larw HI zakupiono w komercyjnym zaktadzie produkcyjnym
HiProMine S.A. (Robakowo, Polska). Maczka poza biatkiem surowym (40,76 %
s.m.), zawierata takze tluszcz surowy (29,38 % s.m.), wtokno surowe — chityne (6,65
% s.m.), popiot surowy (6,94 % s.m.), wapn (1,38 % s.m.), sod (0,23 % s.m.) i fosfor
catkowity (0,78 % s.m.). Pasze zostaly zbilansowane pod wzgledem zawarto$ci
sktadnikéw odzywczych i energii zgodnie z zaleceniami dla tego gatunku i kierunku
produkcji (49). Przez caly okres do$wiadczenia (42 dni) monitorowano wskazniki
produkcyjne (BW, FCR) oraz $miertelnos¢ i liczbe brakowanych kurczat.

W 21. i 42. dniu zycia od kurczat pobierano krew do badan serologicznych
(n=23/grupg), biochemicznych (n=10/grupe), hematologicznych (n=5/grupg) i
cytometrycznych (n=8/grup¢). Natomiast po uboju, w 42. dniu Zycia pobierano
$ledziony (n=8/grupg¢) do badan cytometrycznych. W surowicy oznaczano miano
przeciwcial poszczepiennych przeciwko NDV, IBV 1 aMPV metoda ELISA oraz
wybrane wskazniki biochemiczne (ALT, AST, ALP, TP, CK, LDH, CALC, PHOS i
UA). Badaniem hematologicznym oznaczono wskazniki czerwono- i biatokrwinkowe
(RBC, WBC, Hb, PCV) oraz wykonano leukogram. Z krwi pelnej oraz z wycinkow
Sledziony wyizolowano komorki mononuklearne w celu oznaczenia odsetka
subpopulacji limfocytow T CD4", CD8a", CD4*CD8c¢" i limfocytow B Bu-1°.
Szczegdtowa metodyka badan zostala opisana w podrozdziale 4.2.2.3. Uzyskane
wyniki poddano analizie statystycznej testem t-Studenta dla prob niezaleznych oraz
testem post-hoc Tukeya w $§rodowisku programu Statistica 13.1 (StatSoft Inc., USA).
Wyniki zostaly wyrazone jako warto$ci $rednie + odchylenie standardowe (SD).

Réznice migdzy wynikami zostaly uznane za statystycznie istotne przy P < 0,05.
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4.2.1.4. Material i metody badawcze wykorzystane w doswiadczeniach do

oznaczen wskaznikow immunologicznych

l. Krew pelna

Krew do badan cytometrycznych i/lub hematologicznych pobierano, z zyty
skrzydlowej do jatowych probowek z antykoagulantem EDTA K2 i mieszano za
pomoca rolkowego mieszadta hematologicznego przez 5 min i wykorzystywano do

dalszych badan.

1. Surowica

Surowicg do badan serologicznych i/lub biochemicznych uzyskiwano z krwi
pobieranej z zyly skrzydtowej do jatowych probowek, ktére po pobraniu schtadzano w
temp. 4°C przez 2 godziny. Nast¢pnie probki wirowano przez 15 min przy 1000g w
temp. 4°C. Oddzielona od elementdéw morfotycznych surowice przenoszono za
pomoca pipety do jatowych probowek typu Eppendorf i wykorzystywano do dalszych
badan.

I1l.  Osocze krwi

Osocze krwi do wybranych badan serologicznych uzyskiwano z krwi
pobieranej z zyly skrzydtowej do probowek z heparyng litowa i mieszano za pomoca
rolkowego mieszadta hematologicznego przez 5 min. Nastgpnie probki wirowano
przez 15 min w temp. 4°C przy 1000g. Oddzielong od elementow morfotycznych,
plazme krwi przenoszono za pomocg pipety do jatowych probowek i wykorzystywano

bezposrednio do badan biochemicznych.

IV.  Komérki mononuklearne
Przedstawiong ponizej metodyke izolacji komorek mononuklearnych z krwi i1
narzagdow immunologicznych ptakdw opracowatem samodzielnie prowadzac szereg

doswiadczen pilotazowych w Katedrze Choréb Ptakow UWM w Olsztynie.
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1zolacja komdorek mononuklearnych z krwi obwodowej

Po 1,5 ml krwi uprzednio pobranej od kazdego ptaka rozcienczano w stosunku
1:1 jatowym PBS (Phosphate Buffer Saline, Sigma-Aldrich, Niemcy) z dodatkiem 1 %
FCS (Fetal Calf Serum, Sigma-Aldrich, Niemcy). Tak przygotowang krew
nawarstwiano na 3 ml gradientu Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich, Niemcy) i
wirowano przy 400g w temp. pokojowej (24-25°C) przez 30 min z wytaczong funkcja
hamowania. Po odwirowaniu delikatnie zbierano warstwe komérek mononuklearnych
do jatowych probowek, ptukano dwukrotnie buforem PBS z dodatkiem 1 % FCS a

nastepnie zawieszano w 1 ml PBS i wykorzystywano w kolejnych etapow badan.

Izolacja komorek mononuklearnych ze sledziony

Pobrane od badanych ptakow, po uprzedniej eutanazji lub po uboju, wycinki
$ledziony 0 masie 0,35-0,40 g poddawano indywidualnej homogenizacji przy pomocy
automatycznego homogenizatora do tkanek (TissueLyser I1, Qiagen, Niemcy) w 1 ml
medium RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, Niemcy) z dodatkiem 5 % FCS. Po uzyskaniu
jednorodnej zawiesiny calo$¢ przesaczano przez sterylny, nylonowy filtr komorkowy
o $rednicy oczek 70 um (BD Falcon, USA). Odsaczone resztki tkanek odrzucano,
natomiast wyizolowane komorki zawieszano w 3 ml medium RPMI-1640 z dodatkiem
5 % FCS i nawarstwiano na 3 ml jalowego gradientu Histopaque-1077 o temp. 24-
25°C, uzywajac 15 ml probowek wirowniczych ze stozkowym dnem (Corning, USA).
Prébki wirowano przy 400g w temp. pokojowej przez 30 min z wylaczong funkcja
hamowania. Po odwirowaniu zbierano delikatnie powstaly kozuszek komorek
mononuklearnych do jatowych probowek, ptukano 2-krotnie buforem PBS z
dodatkiem 5 % FCS a nastepnie zawieszano w 1 ml PBS i przekazywano do kolejnych

etapow badan.

Izolacja komorek mononuklearnych 7 migdatow jelit slepych

Wypreparowane migdatki jelit slepych (po 2 szt. od kazdego ptaka)
rozdrabniano wstegpnie skalpelem na szalce Petriego w obecno$ci medium
hodowlanego RPMI-1640 z dodatkiem 1 % Penicilin-Streptomycin (Sigma-Aldrich,
Niemcy) na 1-2 mm fragmenty. Wstepnie rozdrobnione migdatki umieszczano w 2 ml
probowkach typu Eppendorf z 1 ml medium RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, Niemcy) i
dodatkiem 5 % FCS, po czym homogenizowano za pomoca automatycznego

homogenizatora do tkanek TissueLyser Il (Qiagen, Niemcy). Po uzyskaniu
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jednorodnej zawiesiny, cato$¢ przesgczano przez sterylne sitka komorkowe o $rednicy
oczek 70 um (Corning, USA). Odsaczone resztki tkanek odrzucano, natomiast
wyizolowane komorki ptukano dwukrotnie w medium RPMI-1640 z dodatkiem 5 %
FCS przez 10 min w 22°C przy 450g. Nastepnie wyptukane komoérki zawieszano w 15
ml 40 % roztworu gradientu Percoll (Sigma-Aldrich, Niemcy) i nawarstwiano je na 15
ml 60 % roztworu tego gradientu i wirowano w 50 ml probowkach wirowniczych ze
stozkowym dnem (Corning, USA) przez 20 min w 22°C przy 900g z wylaczonym
hamowaniem. Odpowiednie (40 % i 60 %) stezenia procentowe gradientu uzyskano
rozcienczajac 100 % Percoll kompletnym medium (CM) sktadajagcym si¢ z RPMI-
1640 z dodatkiem 10 % FCS, 1 % MEM Non-essential Amino Acids solution, 1 %
Penicilin-Streptomycin, 1% HEPES i 1 % Sodium pyruvate (Sigma-Aldrich, Niemcy).
Z kolei 100 % Percoll uzyskiwano po zmieszaniu czystego Percollu z 10-krotnie
stezonym Hanks’ balanced salt solution (Sigma-Aldrich, Niemcy) w proporcji 9:1 viv.
Po odwirowaniu zbierano delikatnie powstaty kozuszek komorek mononuklearnych do
jatowych probowek, ptukano 2-krotnie buforem PBS z dodatkiem 5 % FCS a
nastepnie zawieszano w 1 ml PBS. Zawiesing komodrek wykorzystywano w kolejnych

etapach badan.

Izolacja komorek mononuklearnych z blony sluzowej jelita biodrowego

Koncowe odcinki jelita biodrowego (10 cm diugosci) rozdrabniano wstepnie
skalpelem na szalce Petriego w obecnosci medium hodowlanego RPMI-1640 z
dodatkiem 1 % Penicilin-Streptomycin (Sigma-Aldrich, Niemcy) na 1-2 mm
fragmenty i umieszczano w szklanych kolbkach o objetosci 100 ml. Do kolbek
dodawano po 25 ml wstepnie ogrzanego do 38°C roztworu kolagenazy typu IV (200
U/ml; Sigma-Aldrich, Niemcy) w medium skladajacym si¢ z RPMI-1640, 1 %
Penicilin-Streptomycin, 1 % HEPES (Sigma-Aldrich, Niemcy). Probki inkubowano
przez 30 min w temp. 38°C na mieszadle (250 RPM). Po trawieniu calo$¢ przesaczano
przez sterylne sitka komorkowe o S$rednicy oczek 70 pm (BD Falcon, USA).
Odsaczone resztki tkanek odrzucano, natomiast uwolnione komoérki plukano
dwukrotnie w medium RPMI-1640 z dodatkiem 5 % FCS przez 10 min w 22°C przy
450g. Nastepnie z tak przygotowanej zawiesiny komorek izolowano komorki
mononuklearne z zastosowaniem gradientu Percoll, takg samg metoda jak w

przypadku opisanych wyzej migdatkow jelit §lepych.
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Liczenie i oznaczanie ywotnosci limfocytow

W uzyskanej po izolacji mieszaninie komérek mononuklearnych indywidualnie
dla kazdego ptaka i danego materiatu, z ktérego dokonano izolacji, oznaczano
zywotno$¢ oraz liczbe limfocytow w 1 ml zawiesiny. W tym celu pobierano 50 ul tej
zawiesiny i 10-krotnie rozcienczano w PBS. Tak przygotowane probki umieszczano w
liczniku komorek Vi-Cell XR (Beckman Coulter, USA). Do badan cytometrycznych
pobierano za kazdym razem taka objeto$é zawiesiny, aby zawierala 1x10° zywych
limfocytow na kazdg probke w celu uzyskania za kazdym razem wiarygodnych i

porownywalnych wynikéw oznaczen.

V. Cytometria przeplywowa
Przedstawiong ponizej metodyke oznaczen wskaznikow immunologicznych, z
zastosowaniem cytometrii przeptywowej, opracowalem samodzielnie prowadzac

szereg doswiadczen pilotazowych w Katedrze Choréb Ptakow UWM w Olsztynie.

Oznaczanie odsetka limfocytow T CD4*, CD4*CD25%, CD8a*, CD4*CD8a* we krwi
obwodowej i w badanych narzgdach u indykow

Wyizolowane z krwi i narzadéow limfocyty barwiono odpowiednimi w danym
eksperymencie przeciwcialami monoklonalnymi Mouse Anti Chicken CD4-FITC
(klon 2-35) i CD8 (Mouse Anti Chicken CD8A-PE (klon 11-39) oraz (tylko w
eksperymencie B) Human Anti-Chicken CD25-AF647 (klon AbD13504) z firmy
AbD Serotec obecnie Bio-Rad (Anglia). Do kazdej z probéwek dodawano zalecang
przez producenta objeto$¢ przeciwciat celem wyznakowania danej subpopulacji
limfocytow. Probki inkubowano przez 30 minut w temp. 4°C bez dostepu $wiatta na
mieszadle przy 250 RPM. Nastepnie komorki ptukano 2-krotnie w PBS, wirowano
przy 250g przez 7 minut a powstale pellety komorek zawieszano w 400 ul PBS i1
badano za pomocg cytometru przeptywowego FACSCanto II (Becton
Dickinson,USA). Do badanych probek sporzadzono probki kontrolne niebarwione,
pojedynczo barwione i barwione dedykowanymi przez producenta przeciwciatami,

stanowigcymi kontrole izotypowa do uzytych przeciwciat pierwszorzedowych.
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Oznaczanie odsetka limfocytow B IgM* we krwi obwodowej i w badanych
narzqgdach u indykow

Wyizolowane z krwi 1 narzadow limfocyty barwiono przeciwcialami
poliklonalnymi Goat Anti Chicken IgM-FITC z firmy AbD Serotec, obecnie Bio-Rad
(Anglia). Do kazdej z proboéwek dodawano zalecang przez producenta objetosé
przeciwcial celem wyznakowania subpopulacji dojrzatych limfocytéw B,
wykazujgcych ekspresje receptora immunoglobulinowego BCR-slgM*. Nastepnie

probki traktowano doktadnie jak w przypadku oznaczania subpopulacji limfocytow T.

Wewngtrzkomorkowa detekcja cytokin - oznaczanie odsetka subpopulacji
limfocytow T CDA" syntetyzujgcych interleuking 6 (IL-6)

Po 2x10% zywych limfocytéw wyizolowanych z krwi, $ledziony i migdatkow
jelit slepych badanych indykow (eksperyment B) przenoszono do dotkoéw na ptytkach
24-dotkowych (Corning, USA). Kazda probke badano w trzech powtdrzeniach. Do
dotkéw dodawano nastgpnie po 2 ml medium hodowlanego (RPMI-1640, 20mM
HEPES, 10 % FBS, 1 % Antibiotic-Antimycotic Solution; Sigma-Aldrich, Niemcy)
oraz po 4 pl odczynnika Leukocyte Activation Cocktail with BD GolgiPlug™ (BD
Pharmingen, USA) i po 0,6 pg przeciwcial monoklonalnych Mouse Anti-Chicken
CD28 klon AV7 (Bio-Rad, UK). Komorki inkubowano w inkubatorze Galaxy 48 R
(Eppendorf, Niemcy), w temp. 40°C przez 6 godz. w atmosferze z dodatkiem 5 %
CO:a. Po inkubacji, do kazdego dotka dodawano po 20 ul roztworu (20 mM ) EDTA
w PBS (Sigma-Aldrich, Niemcy). Nastepnie zawarto$¢ dotkdw przenoszono
indywidualnie do 5 ml probowek cytometrycznych (Corning, USA) 1 phukano
dwukrotnie w 3 ml PBS z dodatkiem 1 % inaktywowanej surowicy bydlecej (FBS;
Sigma-Aldrich,  Niemcy). Limfocyty TCD4" znakowano przeciwciatami
monoklonalnymi Mouse Anti Chicken CD4-FITC (klon 2-35) zgodnie z procedurg
opisang wyzej. Po wyznakowaniu i wyphlukaniu komorek zawieszano je w 100 ul
odczynnika utrwalajacego (Reagent A) z zestawu Leucoperm (Biorad, UK) i
inkubowano przez 15 min w temp. 22°C na mieszadle przy 250 RPM. Po inkubacji
komorki plukano dwukrotnie w 3 ml PBS przy 300 g przez 5 min. Tak utrwalone i
wyplukane komorki zawieszano w 100 pl medium do permeabilizacji blony
komorkowej (Reagent B) z zestawu Leucoperm (Biorad, UK) i dodawano po 5 pl
przeciwcial poliklonalnych Rabbit Anti-Chicken IL-6 (Bio-Rad, Anglia). Probki
inkubowano przez 30 min w temp. 22°C na mieszadle przy 250 RPM. Po inkubacji
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komorki ptukano dwukrotnie w 3 ml PBS. Nastepnie do kazdej probki dodawano po
100 ul PBS i po 5 ul przeciwciat drugorzedowych Sheep Anti Rabbit IgG-PE (Bio-
Rad, UK). Probki inkubowano przez 30 min w temp. 22°C na mieszadle przy 250
RPM. Po inkubacji komorki ptukano dwukrotnie w PBS, wirowano przy 2509 przez 7
minut a powstate pellety komoérek zawieszano w 400 pl PBS i badano za pomocg
cytometru przeptywowego FACSCanto II (Becton Dickinson,USA). Do badanych
probek sporzadzono probki kontrolne niebarwione, pojedynczo barwione i probki
FMO (Fluorescence Minus One) bez przeciwciat pierwszorzgdowych Rabbit Anti-
Chicken IL-6. Subpopulacja limfocytow CD4* w obliczeniach byta przyjmowana za
100 %, natomiast komorki syntetyzujace IL-6 (CD4'IL-6") w odpowiedzi na
stymulacje mitogenami in vitro za odsetek tej subpopulacji (Ryc. 1).

Tube: Indyk_001
Population Y% Parent
B 2l Events A
] Limfocyty 41.8
] cD4+ 30.3
B CD4+IL-6+ 5.4

Ryc. 1. Hierarchia bramkowan podczas analizy odsetka komorek syntetyzujacych IL-6 w

odpowiedzi na stymulacj¢ mitogenami, w obrebie subpopulacji limfocytéw CD4*

Oznaczanie odsetka subpopulacji limfocytow T CD3*CD4*, CD3*CD8a",
CD4*CD8a" ilimfocytow B CD3 Bu-1*we krwi obwodowej i w badanych narzgdach
u kurczqt brojlerow

Wyizolowane z krwi 1 narzadow limfocyty barwiono przeciwciatami
monoklonalnymi Mouse Anti—Chicken CD3-PACBLU (klon CT-3), Mouse Anti
Chicken CD4-FITC (klon CT-4), Mouse Anti Chicken CD8a- AF647 (klon CT-8) i
Mouse Anti—Chicken Bu-1-PE (klon AV-20) z firmy Southern Biotech (USA). Do
kazdej z probowek dodawano zalecang przez producenta objeto$¢ przeciwcial celem
wyznakowania danej subpopulacji limfocytow. Probki inkubowano przez 30 minut w
temp. 4°C, bez dostepu $wiatta na mieszadle przy 250 RPM. Nastgpnie komorki
ptukano dwukrotnie w PBS, wirowano przy 250g przez 7 minut a powstate pellety
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komorek zawieszano w 400 ul PBS i badano za pomocg cytometru przeptywowego
FACSAria II (Becton Dickinson,USA). Do badanych prébek sporzadzono probki
kontrolne niebarwione, pojedynczo barwione 1 probki FMO dla uzytych

fluorochromow (Fluorescein, Phycoerythrin, Alexa Fluor 647, Pacific Blue).

Akwizycja i analiza danych cytometrycznych

Akwizycji danych podczas oznaczen cytometrycznych dokonano w $rodowisku
specjalistycznego oprogramowania FACSDiva Software (BD, USA). Natomiast
analizy i okreslanie immunofenotypu badanych komodrek dokonano za pomocg
programu FlowJo V10 (Becton Dickinson, USA). Podczas oznaczen kontrolowano
poprawnos¢ odczytu i1 akwizycji danych w uzytych cytometrach przeptywowych
FACSCanto II i FACSAria II za pomoca dedykowanych kulek Kkalibracyjnych
Cytometer Setup and Tracking beads (Becton Dickinson, USA).

VI.  Badania serologiczne (ELISA)

Miano przeciwcial poszczepiennych w surowicy okreslano z zastosowaniem
komercyjnych zestawow ELISA (APV-Ab, IBV-Ab, NDV-Ab, NDV-T-Ab, ORT-Ab)
firmy IDEXX (USA). Do okreslenia catkowitego poziomu immunoglobulin klasy A i
IL-6 w osoczu krwi (Eksperyment B) zastosowano komercyjne zestawy IgA ELISA
Kit (Cusabio, Chiny) i ELISA Kit for Interleukin 6 (USCN, Chiny). Czas i warunkKi
inkubacji byly zgodne z instrukcjami dolaczonymi do poszczegdlnych zestawdw. Do
pipetowania wykorzystano stacje EpMottion 5075 LH (Eppendorf, Niemcy) a do
plukania plytek automatyczng pluczke EIx405 (BioTek, Agilent USA). Plytki
inkubowano w komorze klimatycznej KBF 115 (Binder, Niemcy) a odczyt absorbancji

wykonywano z zastosowaniem czytnika EIx800 (BioTek, Agilent, USA).

VII. Badania biochemiczne

W uzyskanej surowicy oznaczano aktywno$¢ aminotransferazy alaninowej
(ALT), aminotransferazy asparaginianowej (AST), fosfatazy alkalicznej (ALP),
dehydrogenazy mleczanowej (LDH) i kinazy kreatynowej (CK), a takze koncentracje
biatka catkowitego (TP) — eksperyment C 1 E oraz st¢zenia wapnia (CALC), fosforu
(PHOS) i kwasu moczowego (UA) — eksperyment E. Oznaczenia wykonano przy
uzyciu komercyjnych zestawoéw 1 analizatora VetTest (IDEXX, USA) zgodnie z

instrukcjami producenta.
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VIIl. Badania hematologiczne

Probki krwi pelnej analizowano pod katem liczby krwinek czerwonych (RBC),
stezenia hemoglobiny (Hb), hematokrytu (PCV), liczby krwinek biatych (WBC) oraz
udziatu procentowego poszczeg6olnych leukocytéw (na podstawie leukogramu) - w tym
odsetka limfocytow, monocytéw 1 granulocytow (heterofili, eozynofili i bazofili).
Oznaczenia wykonano zgodnie z metodyka opisang przez Krasnodebska-Depta i
Koncickiego (29).

IX.  Badania molekularne (PCR)

Podczas sekcji padtych lub poddanych eutanazji ptakéw pobierano wycinki
watroby i jelit §lepych, po czym odwazano 0,2 g probki. Tak przygotowane wycinki
rozdrabniano skalpelem na 1-2 mm fragmenty i poddawano homogenizacji w 0,7 ml
PBS w homogenizatorze TissueLyser Il (Qiagen, Niemcy). Homogenat wirowano
przez 30 s przy 8000g i pobierano 200ul osadu do izolacji DNA za pomoca
komercyjnego zestawu DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, Niemcy). Jakos¢ i
koncentracj¢ wyizolowanego catkowitego DNA oceniano za pomocga spektrofotometru
NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Sci., USA). Do wykrywania materialu genetycznego
Histomonas meleagridis, w tak przygotowanych probkach, wykorzystano metode
opisang przez Grabensteiner i Hess (12). Do uzyskanego DNA (150 ng/reakcje)
dodawano gotowa mieszaning reakcyjng Hot StarTaq Master Mix Kit (Qiagen,
Niemcy). Reakcje PCR przeprowadzono w termocyklerze Vapo Protect (Eppendorf,
Niemcy). Elektroforetyczng analiz¢ produktu amplifikacji (574 bp) przeprowadzono w
2 % zelu agarozowym (Prona Agarose, Polska) w 1-krotnie stezonym buforze TAE
(Fermentas, Litwa), z dodatkiem 0,5 pl/ml bromku etydyny (Sigma-Aldrich, Niemcy),
przy napigciu 5V/cm zelu przez 60 minut. Jako wzorzec wielkosci masy zastosowano
DNA Marker (A&A Biotechnology, Polska). Wyniki przeprowadzenia elektroforezy
amplikonéw odczytywano w §wietle UV przy uzyciu systemu do wizualizacji GelDoc

XR+ (Biorad, USA) i archiwizowano w postaci cyfrowych fotografii.

4.2.2. Podsumowanie uzyskanych wynikow i dyskusja

Przeprowadzone w ramach pieciu eksperymentéw badania wlasne miaty na celu
okreslenie wplywu szerokiej gamy czynnikow na wybrane wskazniki odpornosci
humoralnej i komoérkowej u drobiu grzebigcego. Zastosowane w eksperymentach

czynniki do§wiadczalne (ziarno pszenicy, metionina, fitoncydy roslinne i maczka z larw
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owadow), nalezaty (najogoélniej je klasyfikujac) do sktadnikéw dawki pokarmowej 1
oddziatywaty w pierwszej kolejnosci na uklad i poprzez uklad pokarmowy ptakow
doswiadczalnych. Natomiast wirus krwotocznego zapalenia jelit postuzyt jako zakazny
czynnik o wilasciwosciach immunosupresyjnych, ktéry poza obnizaniem odpornosci,
powoduje uszkodzenie integralnosci jelit. Zwigzane z uktadem pokarmowym lokalne
struktury obronne GALT (Gut Associated Lymphoid Tissue) sg najwi¢cksza i najbardziej
wyspecjalizowang czg$cig systemu immunologicznego u ludzi i zwierzat. Btony
Sluzowe oraz skora stanowig miejsce kontaktu organizmu ze $rodowiskiem. Jednak
ryzyko zetknigcia si¢ roznych antygendow i patogenéw z organizmem w S$wietle
przewodu pokarmowego jest wielokrotnie wigksze niz w przypadku skory, czy blon
Sluzowych uktadu oddechowego. Tkanka limfatyczna wchodzaca w sklad GALT
zawiera ponad 70 % limfocytow organizmu (21). W latach siedemdziesiatych ubiegtego
wieku dr John Bienenstock (4) spostrzegl, ze kontakt limfocytow z antygenem na
tereniec GALT prowadzi do rozwoju ogolnoustrojowej odpornosci, w tym w blonach
Sluzowych innych ukladéw i1 narzadéw. Dzieje si¢ tak dzigki mozliwosci migracji
swoiscie uczulonych limfocytow z GALT do innych struktur uktadu
immunologicznego. Biorac pod uwage codzienne obcigzenie organizmu ogromng liczba
antygenow znajdujacych sie¢ w tresci uktadu pokarmowego i czynnikdéw oddziatujacych
na caly uktad immunologiczny ptakow, mechanizmy regulacyjne tego uktadu musza
by¢ bardzo precyzyjne. Roéwniez droga alimentarng najprosciej jest stosowaé (w
warunkach chowu wielkotowarowego drobiu) rozne S$rodki poprawiajace funkcje
obronne organizmu, czyli tzw. immunomodulatory. Nie muszg to by¢ nowoczesne,
drogie, syntetyczne $rodki farmakologiczne, bowiem wiele substancji pochodzenia
naturalnego i zwigzkéw stosowanych u drobiu rutynowo, jak cho¢by witaminy (A, C,
E), probiotyki, aminokwasy czy preparaty roslinne, maja potencjalne wiasciwosci
immunostymulujace. Wazne jest tylko, aby pozna¢ dawki i schematy ich stosowania, co
nie byloby mozliwe bez zastosowania nowoczesnych metod laboratoryjnych,

pozwalajacych na oceng statusu immunologicznego badanych zwierzat.

Wplyw Zywienia indykow rzeinych paszq z dodatkiem calych ziaren pszenicy na
wybrane wskazniki immunologiczne
Zywienie ma ogromny wplyw na organizm ludzi i zwierzat. Czesto w literaturze
popularno-naukowej spotka¢ mozna sformulowanie ,dieta na odpornosc¢”, czy

,produkt wspomagajacy odpornos$¢”. Wiele z tych produktow wspomaga procesy
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obronne poprzez korzystny wptyw na mikrobiote jelitowa. Do takich sktadnikéw diety
u ludzi naleza niewatpliwie produkty pelnoziarniste bogate w btonnik. Réwniez ptaki
w warunkach naturalnych majg dostep do nierozdrobnionych ziaren roéznych
gatunkéw roslin, ktore sg rozcierane dopiero w zotadku migsniowym. Sformutowano
zatem hipoteze, ze zastgpienie mielonej pszenicy calymi ziarnami w paszy dla
indykéw rzeznych moze korzystnie wplynaé na procesy trawienne, mikrobiote
jelitowa 1 posrednio stymulowa¢ mechanizmy obronne. Przeprowadzone
do$wiadczenie pozwolito uzyska¢ bardzo ciekawe wyniki badan, zaréwno
wskaznikow immunologicznych, jak 1 wynikdw produkcyjnych. U indykéw z grup
Wso i Wioo, ktérym zastgpiono w mieszankach paszowych mielong pszenicg¢ calymi
ziarnami w 50 % lub w 100 %, stwierdzono statystycznie istotnie wyzsze miano
przeciwcial poszczepiennych przeciwko ND (P=0,001) i TRT (P=0,006), w
porownaniu do ptakow zywionych pasza zawierajaca wylacznie rozdrobniong
pszenice (grupa Wo). Najwyzsze miano zanotowano jednak u ptakoéw w grupie Wso.
Indyki z tej grupy mialy takze istotnie wyzszy odsetek subpopulacji limfocytow T
CD4" we krwi (P=0,022) i w blonie §luzowe;j jelita biodrowego (P=0,029), komorek
CD8a" we krwi (P=0,011) oraz limfocytow podwdjnie pozytywnych CD4*CD8a" we
krwi (P=0,009), w poréownaniu do ptakow z grup Wo i Wieo. Z kolei odsetek
subpopulacji limfocytow T CD8a" w migdatkach jelit $lepych byl istotnie nizszy u
ptakow w grupie Wso, w poréwnaniu do indykow z grup Wo i Wieo. Wyniki badan
wlasnych wskazuja, Ze forma skarmianych komponentow paszowych moze korzystnie
oddzialywa¢ na mechanizmy obronne u indykéw rzeznych, w tym na budowanie
protekcji poszczepiennej. Dodatek sktadnikow strukturalnych do mieszanki paszowej
w postaci calych lub cze§ciowo rozdrobnionych ziaren zbdz lub gruboziarnistych
wtokien pochodzenia ro$linnego, przedtuza czas przebywania paszy w zotadku
mig$niowym, wplywa na lepsze jej rozdrobnienie, trawienie, obniza pH tresci oraz
istotnie wplywa na sktad mikrobiomu jelitowego. W efekcie poprawia pasaz tresci 1
wykorzystanie sktadnikow odzywczych oraz wspomaga funkcjonowanie uktadu
odpornosciowego. Pobudzanie lokalnych mechanizméw obronnych GALT przebiega
dwiema gtownymi $ciezkami: posrednio poprzez korzystny wplyw zawartego w
nasionach zboz blonnika, ktory jest wykorzystywany przez komensaliczne
mikroorganizmy syntetyzujace liczne drobnoczasteczkowe zwigzki stymulujace uktad
immunologiczny gospodarza lub bezposrednio poprzez wplyw, np. B-glukanow

zbozowych na komorki uktadu immunologicznego (24). Jednak zbyt wysoka
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zawarto$¢ takiej formy pszenicy takze nie jest korzystna, gdyz powoduje znaczny
wzrost lepkosci tresci jelitowej, co pogarsza strawno$¢ 1 wchlanianie skladnikéw
odzywczych (20). Stad indyki z grupy Wioo osiagnely statystycznie istotnie nizsza
koncowg masg ciata (7,84 kg; P=0,002), niz ptaki z grup Wso i Wo (odpowiednio 8,21
1 8,53 kg) 1 uzyskaty istotnie wyzszy wskaznik konwersji paszy FCR (P<0,001). Masa
ciala indykow zywionych paszami z dodatkiem calego ziarna pszenicy, czy
walcowanej kukurydzy moze by¢ nizsza niz u indykéw zywionych tradycyjnie, ale
koszt paszy zuzytej na przyrost 1 kg masy ciala jest zwykle o kilka procent mniejszy
(50). Wyniki badan wtasnych wskazuja, ze dieta z dodatkiem (50 % ogdlnej
zawartosci pszenicy) catych ziaren zbdz wptywa korzystnie na funkcjonowanie uktadu

pokarmowego oraz stymuluje nieswoiste i swoiste mechanizmy obronne u indykéw.

Szczegdtowe wyniki opisanych krotko powyzej badan opublikowano w pierwszej

pracy wchodzacej w sktad zgtaszanego osiagniecia naukowego:

Tykalowski B., Smiatek M., Pestka D., Stenzel T., Jankowski J., Mikulski D.,
Koncicki A. Effect of whole wheat feeding on selected immune parameters in growing
male turkeys. Polish Journal of Veterinary Sciences, 2014, 17 (2), 255-262.

Wplyw réinych poziomow i irodetl metioniny w paszy na wybrane wskazniki
odpowiedzi immunologicznej u klinicznie zdrowych indykow oraz zakaZonych
eksperymentalnie adenowirusem krwotocznego zapalenia jelit

Biorac pod uwage uzyskane wyniki badan nad wplywem Zzywienia na uktad
immunologiczny indykow, postanowiono zbada¢ jak zmiana zawarto$ci i zrodia
metioniny w paszach bedzie oddziatywa¢ na wybrane wskazniki odpornos$ci
humoralnej 1 komérkowej u tych ptakéw. Dodatkowo, w doswiadczeniu zastosowano
kontrolowane zakazenie eksperymentalne wirusem krwotocznego zapalenia jelit
(HEV), ktory jest silnym immunosupresorem a takze negatywnie wplywa na
integralno$¢ jelit. Nieprzypadkowo wybor padl na metioning, poniewaz ten
aminokwas jest pierwszym egzogennym aminokwasem limitujacym wykorzystanie
biatka u drobiu. Dziata tutaj tzw. prawo minimum, polegajace na tym, ze aminokwas
niezbedny, wystepujacy w najmniejszej ilosci w stosunku do zapotrzebowania,

doprowadza do ograniczenia biosyntezy biatka organizmu, czego konsekwencja sa
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zmniejszone przyrosty masy ciala, czy obnizenie odpornosci. Wiele mediatorow
odpowiedzi immunologicznej, choéby przeciwciata, sg biatkami syntetyzowanymi i
zuzywanymi w ogromnych ilo$ciach w przebiegu chorob, nawet tych przebiegajacych
subklinicznie 1 zakazen bezobjawowych. Stad zahamowanie przyrostow u
subklinicznie chorujacych ptakow, ktorym potencjalnie nic nie jest, gdyz nie wykazujg
klinicznych objawdw. Zapotrzebowanie na sktadniki pokarmowe w stanie fizjologii i
patologii r6znig si¢ od siebie a wigkszo$¢ prowadzonych badan nad zapotrzebowaniem
danej grupy produkcyjnej na sktadniki odzywcze, witaminy, mikro 1 makroelementy
wykonuje si¢ na ptakach klinicznie zdrowych. Metionina jest takze zaliczana do tzw.
aminokwaséw funkcjonalnych, czyli takich, ktére reguluja i uczestnicza w waznych
dla zycia i zdrowia szlakach metabolicznych (59). Uczestniczy w licznych reakcjach
metylacji oraz transsulfuracji i syntezy innych aminokwasow siarkowych, jak cysteina
i homocysteina (19). Metionina jest jednym z dwoch (obok tryptofanu) aminokwasow
posiadajacych tylko jeden kodon (AUG) w mRNA, odczytywany przez rybosom jako
miejsce startu translacji (kodon inicjujacy). Stad u eukariontéw wszystkie biatka
powstajagce w procesie translacji zaczynaja si¢ metioning. W badaniach wiasnych
wysunigto hipoteze, ze zwigkszony o 40 %, w stosunku do rekomendowanego przez
NRC (36), poziom tego aminokwasu, jak i jego forma (DLM lub MHA) w paszy moze
wplywac¢ na funkcjonowanie uktadu immunologicznego indykow klinicznie zdrowych,
jak 1 zakazonych immunosupresyjnym adenowirusem krwotocznego zapalenia jelit.
HEV jest szeroko rozpowszechniony w stadach rzeznych i reprodukcyjnych tych
ptakow w naszym kraju i na $wiecie (55). Nastepstwem najczgsciej bezobjawowej
infekcji tym wirusem jest uposledzenie funkcji uktadu immunologicznego. Jedynie w
przypadku zakazenia bardzo patogennymi szczepami, u indykéw moze wystapicé
depresja, krwawe odchody i1 duza $miertelnos¢. Krajowe izolaty HEV w wigkszosci
naleza do mato patogennych (13, 26, 55). W tym miejscu nalezy nadmienic, iz nawet
stabo zjadliwe, wywotujace subkliniczne zakazenia, szczepy HEV uposledzaja
humoralng i komoérkowa reaktywno$¢ ukladu immunologicznego. Skutkuje to
zaostrzeniem toczacych si¢ procesow chorobowych, stad zakazone bezobjawowo
indyki s3 bardziej wrazliwe na wtorne infekcje wywotane drobnoustrojami
warunkowo chorobotworczymi (55). Uzyskane wyniki badan wtasnych wskazuja, ze
zdecydowanie wickszy wplyw na oceniane wskazniki odpornosci humoralnej i
komorkowej miato zakazenie HEV niz metionina, przy czym bardziej istotny okazal

si¢ by¢ poziom tego aminokwasu niz jego forma. U zakazonych HEV indykow
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stwierdzono statystycznie istotny spadek (P<0,001) odsetka limfocytow B IgM* w
$ledzionie, migdatkach jelit §lepych (CT) 1 krwi oraz patologicznie wysoki wzrost
odsetka limfocytow T CD4" w §ledzionie i krwi (P<0,001) oraz CT (P=0,005).
Zanotowane zmiany poziomu tych komorek korespondujg z wynikami badan innych
autorow i sg wskaznikiem postepujacej immunosupresji (51). Po naturalnym
zakazeniu per oS wirusy docieraja do $ledziony droga krwi i przedostajg si¢ do stref
bogatych w limfocyty B, ktore razem z mononuklearnymi komorkami fagocytarnymi
stanowig ich gtowny cel i miejsce replikacji (40, 51). W zakazonych komorkach moga
rozprzestrzenia¢ si¢ po calym organizmie, docierajac do miejsc wystgpowania
limfocytow B 1 makrofagow, ktore ulegaja uszkodzeniu (52). W miejscach
uszkodzenia komorek pierwotnego powinowactwa dochodzi do nacieku i proliferacji
limfocytow T CD4*. Wzrost odsetka tych komorek w $ledzionie doprowadza do
powiekszenia narzadu (splenomegalii) i zmiany jego wygladu w obrazie sekcyjnym na
marmurkowaty. Ponadto pobudzone komérki, w tym limfocyty T CD4%, u
zakazonych HEV indykéw biorg udziat w kaskadzie reakcji doprowadzajacej do
wyrzutu przez liczne populacje komorek toksycznych ilosci cytokin prozapalnych
(TNF-a, IL-6). Uwaza sie, ze te ostatnie sg odpowiedzialne za rozwéj krwotocznego
zapalenia btony $luzowej jelit (zwlaszcza dwunastnicy) 1 pojawienie si¢ upadkow w
wyniku tzw. ,,szoku cytokinowego” (39, 40, 47). Wyzsza o 40 %, niz rekomendowana
przez NRC (36), dawka metioniny niezaleznie od jej formy powodowata
wyhamowanie patologicznego wzrostu odsetka limfocytow TCD4" we krwi
(P=0.009), CT (P=0,110) i w $ledzionie (P=0,233). Wyzszy poziom tego aminokwasu
korzystnie wptywatl na wzrost odsetka limfocytow B IgM* w $ledzionie (P=0,117) i
CT (P=0,015) u klinicznie zdrowych indykéw oraz hamowat spadek odsetka tych
komorek w badanych narzadach u ptakéw zakazonych HEV. Ponadto, u zakazonych
indykow, otrzymujacych mieszanki paszowe z wyzszym poziomem DLM i1 MHA,
stwierdzono statystycznie istotnie nizszy (P<0,001) poziom IL-6 w osoczu krwi w
porownaniu do ptakow otrzymujacych pasze z zawartoscig metioniny rekomendowang
przez NRC (36). To koresponduje z wynikami oznaczen wewnatrzkomorkowe;j
syntezy cytokin. Wyzszy poziom DLM, a szczegdlnie MHA, wpltywal istotnie
(P<0,001) na obnizenie odsetka, wyizolowanych z krwi zakazonych HEV indykow,
limfocytow T CD4" syntetyzujacych IL-6 w odpowiedzi na stymulacje mitogenami w
warunkach in vitro. Dawka, jak i forma zastosowanej w mieszankach paszowych

metioniny nie mialy istotnego wplywu na miano przeciwcial poszczepiennych
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przeciwko NDV 1 ORT, ale wyzszy poziom powodowal wzrost (P=0,068) zawartosci
ogo6lnej IgA w osoczu krwi. Stwierdzono istotny wptyw zakazenia indykéw HEV na
miano badanych przeciwcial poszczepiennych w surowicy. Zaobserwowano, ze
zakazenie indykow HEV powoduje pogorszenie odpornosci poszczepiennej przeciwko
ND, wyrazone istotnie nizszym mianem przeciwciat w surowicy. Z kolei miano
przeciwcial przeciwko ORT u indykéw zakazonych, bylo statystycznie istotnie wyzsze
niz u ptakow z grup kontrolnych. Najprawdopodobniej jest to zwigzane z forma
antygenu uzytego w szczepionkach (NDV - zywy atenuowany vs. ORT-
inaktywowany+adiuwant olejowy) oraz terminem szczepienia w stosunku do
momentu zakazenia indykow HEV. Wzrost miana przeciwciat przeciwko ORT mogt
by¢ zwigzany z faktem, ze rewakcynacji dokonano u indykéw w sidédmej dobie po
zakazeniu eksperymentalnym HEV, kiedy uktad immunologiczny tych ptakow byt
silnie pobudzony. Uzyskane obserwacje koresponduja z wynikami uzyskanymi przez
innych autorow (14, 38). Reasumujgc uzyskane wyniki nalezy stwierdzi¢, ze forma
stosowanej w mieszankach paszowych metioniny (DLM lub MHA) nie ma tak
istotnego znaczenia jak dawka tego aminokwasu. Dotyczy to zaréwno oznaczanych
wskaznikow immunologicznych, jak i wynikéw produkcyjnych. Wyzszy o 40 %
poziom metioniny w paszach Kkorzystnie wpltywal na badane wskazniki
immunologiczne u  zdrowych indykéw oraz tagodzit skutki zakazenia

immunosupresyjnym HEV.

Przedstawione wyniki doswiadczenia byty jednymi z kilku przeprowadzonych
eksperymentéw, podczas realizacji projektu badawczego pt. ,,Mozliwosci
wykorzystania metioniny jako zywieniowego czynnika ksztaltujacego potencjal
antyoksydacyjny 1 stymulujacego funkcje systemu immunologicznego indykoéw”, w
ktérych bylem wykonawca wszystkich oznaczen immunologicznych. Grant byt

finansowany przez NCN, nr projektu 2013/11/B/NZ9/02496.

Szczegotowe wyniki opisanych powyzej badan opublikowano w drugiej pracy
wchodzacej w sktad zglaszanego osiagnigcia naukowego:

Tykalowski B.*, Smiatek M., Koncicki A., Ognik K., Zdunczyk Z., Jankowski J. The
immune response of young turkeys to haemorrhagic enteritis virus infection at

different levels and sources of methionine in the diet. BMC Veterinary Research,
2019, 15(1):387, 1-11.
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Badanie skutecznosci fitoncydow w terapii i zapobieganiu histomonozy u indykow
reprodukcyjnych

Histomonoza indykéw, zwana potocznie czarng glowka (ang. Blackhead
disease), jest parazytozg wywolywang przez pierwotniaka Histomonas (H.)
meleagridis. Wystepuje najczgsciej u 2 — 16 tygodniowych indykow. W zwigzku z
wprowadzonym, w krajach UE, zakazem profilaktycznego stosowania u drobiu
skutecznych preparatéw  przeciwko histomonozie (metronidazol, ronidazol,
dimetridazol, nifursol), choroba ta nabiera duzego znaczenia i stanowi powazny
problem (EFSA 2013). Aktualnie w krajach UE nie ma zarejestrowanego zadnego
srodka farmakologicznego do leczenia histomonozy ani szczepionki a zapobieganie
chorobie opiera si¢ gtdéwnie na przestrzeganiu elementarnych zasad bioasekuracji (3).
Nalezy pamigtaé, ze nawet najbardziej rygorystyczna bioasekuracja nie daje peinej
gwarancji zabezpieczenia przed inwazja H. meleagridis i wybuchem choroby (6). Tak
bylo w prezentowanym przypadku. Choroba wybuchta na fermie reprodukcyjnej u 11-
tyg. indykow w sektorze J-2, gdzie znajdowalto si¢ 3870 samic. W tym budynku, lecz
w oddzielonym litg $ciang sektorze, znajdowato si¢ takze 1019 szt. indorow. A w
budynku obok, 4450 szt. indyczek. W budynkach byly wprowadzone i przestrzegane
bardzo restrykcyjne obostrzenia sanitarno-weterynaryjne. Smiertelno$¢ w chorym na
histomonoze nieleczonym stadzie moze dochodzi¢ nawet do 100 % (3). Do leczenia
histomonozy u chorych indyczek w badanym stadzie oraz do zapobiegania jej
transmisji u pozostalych ptakow na fermie wykorzystano mieszanke paszowa
uzupehiajaca adiCox®°t PF (AdiFeed, Polska), zawierajaca m.in. fitoncydy roslinne.
Juz od pewnego czasu na §wiecie podjeto proby stosowania w profilaktyce 1 terapii tej
choroby olejkow eterycznych i wyciggdw roslinnych (15). W wielu przypadkach
badania skutecznosci tego typu preparatow przeciwko H. meleagridis wykonywane w
warunkach laboratoryjnych (in vitro) odbiegaja od skutecznosci in vivo w warunkach
terenowych (53). Za przyczyne tego stanu uwaza si¢ obnizenie u ptakow odpornosci i
powiktanie histomonozy paleczkami E. coli (11). W badanym stadzie indyczek, w
sektorze objetym choroba, w ciggu czterech tygodni od wybuchu histomonozy i
rozpoczecia terapii za pomoca fitoncydow roslinnych, $miertelno$¢ wyniosta 5,92 %.
Jednak w zwigzku z faktem, ze choroba wybuchta w stadzie rodzicielskim indykow,
wiasciciel zdecydowat o eliminacji wszystkich sztuk z zajetego sektora, ktore
wykazywaly nawet niewielkie objawy chorobowe (apatia, niech¢¢ do poruszania,

wychudzenie). Stad odsetek wybrakowanych z tego sektora indyczek wyniost 16,28 %
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w ciggu czterech tygodni od wybuchy choroby. Natomiast sumaryczny wskaznik
$miertelnosci i brakowan do konca okresu odchowu, czyli do 28. tyg. zycia, wynidst w
tym sektorze 28,3 %. W pozostatych sektorach indykoéw na fermie, ktore otrzymywaty
profilaktycznie fitoncydy, odsetek ptakow wybrakowaych i padni¢¢ wynidst 4,53 %.
Ten sam wskaznik w okresie produkcyjnym (od 32. do 56. tyg. zycia) wyniost 6,1 %
dla indyczek (ktére przechorowaty histomonoze) utrzymywanych w hali produkcyjne;j
P-1, oraz 2,7 i 3,4 % dla pozostatych indykow (samce i samice) utrzymywanych w
dwoch innych budynkach produkcyjnych (odpowiednio P-2 i P-3). Uzyskany w
badaniach wlasnych wskaznik $miertelnosci i brakowan byl zdecydowanie nizszy niz u
ptakow zarazonych eksperymentalnie, ktére nie byly leczone zadnym preparatem i
zblizony do wskaznika $miertelnosci indykow leczonych olejkami eterycznymi i
wyciggami ros$linnymi (15). Przebieg histomonozy jest ciezszy, gdy w jelitach $lepych
indykow dojdzie do interakcji H. meleagridis z patogennymi bakteriami, czy
kokcydiami (11). W badaniach wtasnych potwierdzono obecno$¢ licznych pateczek E.
coli w pobranych w trakcie sekcji padtych indyczek wycinkach watroby, $ledziony,
serca i jelita biodrowego, pomimo to nie doszto do wystapienia kolibakteriozy. Te
spostrzezenia sklonily mnie do przeprowadzenia kolejnego eksperymentu,
polegajacego na ocenie wplywu preparatu fitnocydowego adiCoxS°" PF na uktad
odpornosciowy indykoéw. Rozpoznanie histomonozy na podstawie objawow
Klinicznych jest trudne. Natomiast stwierdzenie charakterystycznych zmian sekcyjnych
w jelitach $lepych (wtoknikowe zapalenie btony §luzowej z owrzodzeniami, obecnos¢
serowatego wysicku w $wietle jelita) 1 watrobie (powigkszenie 1 obecnos$¢ rdznej
wielkos$ci ognisk martwicy otoczonych watem przekrwienia na powierzchni) moze by¢
podstawa rozpoznania tej choroby. Jednak coraz czes$ciej do potwierdzenia
rozpoznania tej jednostki chorobowej stosuje si¢ metody biologii molekularnej, co
rowniez wykorzystano w badaniach wtasnych potwierdzajac badz wykluczajac
histomonoze u padtych osobnikow, u ktorych nie obserwowano charakterystycznych
zmian anatomo-patologicznych. Do niedawna uwazano, ze zarazenie ptakow H.
meleagridis nie moze odbywac si¢ bez udziatu jaj nicieni Heterakis gallinarum.
Eksperymentalne podawanie per os tkanek czy odchodow chorych na histomonoze
ptakow, zdrowym indykom nie pozwala wywotac u tych ostatnich choroby z uwagi na
niskie pH wola i zoladkow. Wskazuje to na ogromng rol¢ jaj H. gallinarum, ktorych
ostonki chronig wiciowca przed letalnym dzialaniem niskiego pH w poczatkowych

odcinkach przewodu pokarmowego indykow. Doswiadczenia 1 obserwacje
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przeprowadzone w ciggu kilku ostatnich lat wykazatly jednak, ze inwazja H.
meleagridis moze szerzy¢ si¢ w wyniku kontaktu ptakéw zakazonych z
niezakazonymi, a droga wniknigcia pierwotniakow jest kloaka (17, 34). W badaniach
wlasnych nie stwierdzono obecnosci dorostych nicieni H. gallinarum w tresci jelit
slepych, ani obecnosci jaj tych pasozytow w odchodach badanych metoda flotacji, co
moze $wiadczyC o rozprzestrzenianiu si¢ pierwotniakow H. meleagridis w badanym
stadzie bez udziatu tego wektora. Koresponduje to z obserwacjami Hu i wsp. (17).

Uzyskane wyniki potwierdzaja wysoka skuteczno$¢ badanego preparatu w
zapobieganiu histomonozy, gdyz obecno$¢ materiatu genetycznego H. meleagridis
potwierdzono badaniami molekularnymi (PCR) wylacznie w sektorze indyczek (J-2),
natomiast choroba nie przeniosta si¢ ani do sektora indoréw utrzymywanych w tym
samym budynku, ani do pozostatych indyczek utrzymywanych w innej odchowalni.
Wskaznik $miertelnosci 1 brakowan u leczonych indyczek z kliniczng histomonoza
wskazuje na dobra skuteczno$¢ badanego preparatu réwniez w terapii. Warto takze
zaznaczy¢, ze w trakcie niesnosci u indyczek nie stwierdzono zadnego przypadku
histomonozy. Wyleczone indyczki znosity w okresie produkcyjnym 112 jaj na sztuke,
z ktorych $rednio 97 % byta zaplodniona a wylegowos¢ wynosita 85 % z jaj
natozonych do inkubacji. Pozostate indyczki znosity w tym czasie od 117 do 119 jaj na
sztuke. Srednia liczba znoszonych jaj dla tej linii ptakow okre§lona przez producenta
(Hybrid Turkeys, Kanada) wynosi 102,3 szt./nioske/24-tygodniowy okres nie$nosci,
przy 94,8 % zaptodnieniu i 85,5 % wylegowosci.

Szczegotowe wyniki opisanych powyzej badan opublikowano w trzeciej i w czwartej

pracy wchodzacej w sktad zgtaszanego osiggnigcia naukowego:

Tykalowski B., Smialek M., Kowalczyk J., Dziewulska D., Stenzel T., Koncicki A.
Phytoncides in the prevention and therapy of blackhead disease and their effect on the

turkey immune system. Journal of Veterinary Research, 2021, 65 (1), 79-85.
Tykalowski B., Koncicki A. Immunomodulacja jako narzedzie ograniczajace

antybiotykoterapi¢ w intensywnym chowie drobiu. Medycyna Weterynaryjna, 2022,
78 (8), 369-375.
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Wplyw fitoncydow na wybrane wskazniki immunologiczne u indykoéw rzeZnych

W dobie narastania oporno$ci mikroorganizmow na antybiotyki znaczenia nabieraja
dziatania zmierzajace do podniesienia u drobiu sprawnosci ich mechanizméw obronnych,
m. in. poprzez stosowanie szczepieh ochronnych oraz stosowanie Srodkow
immunostymulujacych. Sprawnie funkcjonujacy uktad odporno$ciowy umozliwia ptakom
przetrwanie w S$rodowisku, w ktorym jest on stale narazany na szereg bodzcow
wplywajacych bezposrednio lub posrednio na jego funkcjonowanie. Ponadto, wiele
substancji pochodzenia naturalnego, poza korzystnym wptywem na mechanizmy obronne
u ptakdéw, czy innych gatunkdw zwierzat, wykazuje dziatanie przeciwwirusowe,
przeciwbakteryjne, przeciwpierwotniacze i przeciwgrzybicze. Stwierdzono, zZe
poszczegodlne ziota i zawarte w nich substancje aktywne wykazuja wyrazng swoistos¢ w
oddzialywaniu na uklad immunologiczny, a aktywno$¢ immunologiczna preparatow
ro§linnych lub wyizolowanych z nich substancji wyraza si¢ réznymi efektami, np.:
wzmozong aktywno$cig fagocytarng makrofagow, zwigkszeniem liczby pobudzonych
limfocytow T i B. Czesto obserwuje si¢ rowniez indukcje syntezy interferonéw, czy
zwigkszong aktywno$¢ lizozymu we krwi.

W badaniach wtasnych postanowiono sprawdzi¢ czy sktadniki aktywne badanego
wczesniej preparatu adiCox>°t PF (AdiFeed, Polska), ktory okazat si¢ byé skuteczny w
leczeniu 1 profilaktyce histomonozy u indykow reprodukcyjnych, wptywaja korzystnie na
uktad immunologiczny indykow rzeznych. Dodatkowo postanowiono zbadaé roznice w
oddziatywaniu na organizm indykéw dawek profilaktycznej i1 terapeutycznej, ktore zaleca
producent preparatu. Nie stwierdzono istotnego wptywu stosowania dawki terapeutyczne;j
(3 ml/l wody) i profilaktycznej (1 ml/l wody) badanego preparatu na wartosci badanych
wskaznikow biochemicznych (ALT, AST, ALP, CK, LDH i TP) w surowicy. Wszystkie
parametry pozostawaty w granicach norm fizjologicznych dla tego gatunku drobiu (29).
Dawka terapeutyczna powodowata statystycznie istotny (P<0,05) wzrost odsetka
limfocytow B IgM™* w $ledzionie u indykéw z grupy A-3, natomiast dawka profilaktyczna
powodowala statystycznie istotny (P<0,05) wzrost odsetka limfocytow T CD4" we krwi u
indykow z grupy A-2, w poréwnaniu do ptakéw grupy kontrolnej. W $ledzionie indykéw
z grupy A-3 stwierdzono takze podwyzszony odsetek subpopulacji limfocytow T CD8a",
w porownaniu do ptakéw z pozostatych grup, nie byt to jednak wzrost istotny
statystycznie. Z kolei podawanie tego preparatu przez trzy dni przed (grupa B-1) lub przez
3 dni po (grupa B-2) szczepieniu indykow przeciwko ORT, powodowato wzrost sredniego

geometrycznego miana przeciwciat poszczepiennych do wartosci Gmn=2312 i Gmn=2778
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(odpowiednio w grupach B-1 i B-2), po trzech tygodniach od wakcynacji. Indyki z grupy
B-3, ktore nie otrzymywaly badanego preparatu, mialy $rednie geometryczne miano
przeciwcial poszczepiennych na poziomie Gmn=1567. Nie byt to jednak wzrost istotny
statystycznie. Uzyskane wyniki badan koresponduja z wynikami podobnego
doswiadczenia, ktorego bylem wykonawca, gdzie podawanie preparatu zawierajacego
ekstrakty z innych gatunkéw zidl, a zatem innego zestawu fitoncydow, z woda do picia
przed lub po szczepieniu kurczat brojlerow przeciwko IB, powodowato statystycznie
istotny wzrost miana przeciwciat poszczepiennych u tych ptakéw w poréwnaniu do grupy,
ktéra nie otrzymywata zadnych fitoncydow (28). Przedstawione wyniki badan
potwierdzaja, ze fitoncydy mogg mie¢ zastosowanie nie tylko w terapii 1 profilaktyce
choréb u drobiu, ale moga by¢ takze stosowane do wzmocnienia ich odpornosci
poszczepiennej. Szczegodlne znaczenie odgrywaja jednak w przypadku leczenia chordb u
drobiu, na ktore nie ma zadnych zarejestrowanych $§rodkoéw farmakologicznych, jak

histomonoza oraz w leczeniu zakazen wywolanych przez antybiotykooporne bakterie
(23).

Szczegbtowe wyniki opisanych powyzej badan oraz cytowanych w dyskusji
opublikowano w trzeciej 1 w czwartej pracy wchodzacej w sklad zglaszanego osiagnigcia

naukowego:

Tykalowski B., Smiatek M., Kowalczyk J., Dziewulska D., Stenzel T., Koncicki A.
Phytoncides in the prevention and therapy of blackhead disease and their effect on the

turkey immune system. Journal of Veterinary Research, 2021, 65 (1), 79-85.

Tykalowski B., Koncicki A. Immunomodulacja jako narzedzie ograniczajgce
antybiotykoterapi¢ w intensywnym chowie drobiu. Medycyna Weterynaryjna, 2022, 78
(8), 369-375.

Badanie wplywu petnotltustej mqczki 7 larw muchy czarnej (Hermetia illucens) na
zdrowotnos¢ i wybrane wskazniki immunologiczne u kurczqt brojlerow
Alternatywne zrodta biatka ciesza si¢ ostatnio rosngcym zainteresowaniem jako
potencjalne sktadniki zywienia zwierzat gospodarskich. Zainteresowanie jadalnymi
owadami gwattownie wzrosto, gdy Organizacja Narodéw Zjednoczonych do spraw
Wyzywienia i Rolnictwa (FAO) zaczela promowac je jako realng opcje zywieniowa dla

ludzi (56). Cieszg si¢ one rowniez rosngcym zainteresowaniem jako zrodto komponentow
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paszowych dla zwierzat (57), zwlaszcza w odpowiedzi na rozporzadzenie Komisji (UE)
2021/1372 z dnia 17 sierpnia 2021 r. zezwalajace na stosowanie przetworzonego biatka
zwierzgcego, pochodzacego z owadow hodowlanych, w paszach dla drobiu i $win (42).
Znacznie wczesniej rozpoczeto badania nad ekonomicznymi skutkami zywienia drobiu
dietami z r6znymi poziomami maczek z owadow jako zamiennika dla maczek rybnej lub
sojowej (2, 33). Poczatkowo nie skupiano si¢ na wptywie komponentu owadziego na inne
wskazniki niz ekonomiczne i1 produkcyjne. Analiza wynikow produkcyjnych, uzyskanych
w badaniach wtasnych, wskazuje na postepujacy negatywny wplyw rosngcej zawartosci
maczki z pelnottustych larw Muchy czarnej (HI) w mieszankach paszowych na przyrosty
masy ciata, warto$¢ wspotczynnika konwersji paszy (FCR) i przezywalno$¢ ptakow. W
42. dniu zycia, $rednia masa ciata kurczat brojlerow, ktore zywiono pasza z najwyzszym
poziomem maczki owadziej (grupa HI-100, 100 % maczki owadziej) byta statystycznie
istotnie nizsza (P<0,001) niz w pozostatych grupach 1 wynosita 2375 g. W grupie HI-0
(kontrolnej, 100 % maczki sojowej) $rednia koncowa masa ciata wynosita 3046 g. Masa
ciata ptakow z grup HI-50 (50 % maczki sojowej i 50 % maczki owadziej) 1 HI-75 (25 %
maczki sojowej 1 75 % maczki owadziej) byla istotnie nizsza (P<0,05) niz ptakow z
grupy HI-0 1 istotnie wyzsza (P<0,05) niz kurczat z grupy HI-100. Rowniez
wspotczynnik FCR u ptakow z grupy HI-100 byt istotnie wyzszy (P=0,009) niz FCR
ptakow z pozostatych grup i osiagnatl warto$¢ 1,77. Wspotczynnik FCR w grupie HI-0
wyniost 1,63 a w grupach HI-50 i HI-75 FCR=1,59 i byl nizszy niz w grupie HI-O0,
pomimo statystycznie istotnych réznic w masie ciata miedzy ptakami karmionymi maczka
owadzig a ptakami z grupy kontrolnej. Sumaryczny wskaznik brakowan i1 upadkow
osiggnat wartos¢ 28,2 % w grupie HI-100; 7,20 % w grupie HI-75; 5,20 % w grupie HI-50
i 3,15 % w grupie HI-0. Wysoka liczba brakowanych i padtych ptakow w grupie HI-100
byla spowodowana zahamowaniem wzrostu oraz niedroznos$cia przewodu pokarmowego
zwigzanego ze zjadaniem pelletu, na ktorym byly utrzymywane kurczeta. Uzyskane
wyniki sg sprzeczne z wynikami wczes$niejszych badan dotyczacych zywienia drobiu
maczka owadzia, w ktorych ten komponent miat korzystny wptyw na wyniki produkcyjne
u kurczat brojlerow (7, 22). Réznice w wynikach produkcyjnych moga zaleze¢ od okresu
karmienia ptakow mieszankami zawierajacymi komponent owadzi, zawartosci biatka i
thuszczu owadziego w diecie, zawartosci chityny, ktora wpltywa niekorzystnie na
strawnos$¢ wielu sktadnikow odzywczych oraz technologii przygotowania komponentow
paszowych (np. odtluszczanie, usuwanie chityny), co potwierdzaja wczesniejsze badania

(9, 46). Niektorzy autorzy sugerowali, ze na dzienne spozycie paszy u drobiu (DFI) moze
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mie¢ wptyw kolor granulek, poniewaz maczka z catych larw HI ma ciemnobragzowy kolor,
ciemniejszy niz maczka sojowa, a zatem jest mniej ch¢tnie spozywana przez ptaki (46).
Najprawdopodobniej dlatego kurczeta z grupy HI-100 zjadaty jasny pellet, na ktorym byty
utrzymywane, zamiast paszy koloru brgzowego. Dodatek komponentu owadziego do pasz
nie mial istotnego wplywu na badane wskazniki czerwono- (RBC, Hb i PCV) i
bialokrwinkowe (WBC i leukogram), ale mial wplyw na badane parametry
immunologiczne i biochemiczne. W 21. dniu zycia odsetek limfocytow T CD3"CD4" we
krwi byt statystycznie istotnie wyzszy u kurczat z grupy HI-75 niz u ptakow z grup HI-0 i
HI-50 a odsetek subpopulacji limfocytow T CD3*CD8a* statystycznie istotnie nizszy
(P<0,05) w grupie HI-100, w poréwnaniu z grupg HI-50. Maczka z larw owadow nie
miata istotnego wptywu na odsetek subpopulacji badanych limfocytow T i B w probkach
krwi pobranych od 42-dniowych ptakow. W 42 dniu zycia odsetek limfocytow T
CD3*CD4" byt statystycznie istotnie nizszy w probkach $ledziony pobranych od kurczat z
grupy HI-100, niz u kurczat z grup HI-0 i HI-50. Analiza cytometryczna probek krwi i
Sledziony, przeprowadzona w badaniach wlasnych, nie wykazala wplywu maczki
owadziej na odsetek subpopulacji limfocytow B, ale wskazala na wzrost odsetka
limfocytow T CD3*CD8a" i spadek odsetka subpopulacji komorek CD3*CD4*. Wyniki te
sa sprzeczne z badaniami Lee i wsp. (30), w ktorych subpopulacja limfocytow T
CD3*CD4" rosta istotnie w $ledzionie u kurczat wraz z rosngcym poziomem (1, 2 lub 3
%) biatka larw HI w paszy. Z drugiej strony, de Souza Vilela i wsp. (8) zaobserwowali nie
tylko og6lny spadek odsetka bialych krwinek w analizach hematologicznych, ale takze
spadek odsetka subpopulacji srédnablonkowych limfocytéw T CD3"CD8" jelita czczego u
kurczat zywionych pasza z 20 % dodatkiem peottustej maczki z larw HI. Zgodnie z
obserwacjami Huo i wsp. (18), profil kwasow tluszczowych w materiatach paszowych ma
istotny wptyw na ksztattowanie mechanizméw odpornosciowych i stosunek limfocytoéw T
CD4* do CD8". Larwy Hermetia illucens charakteryzuja sie wysokg zawartoscig kwasu
laurynowego, ktory oprocz wlhasciwosci  antybakteryjnych, wykazuje dziatanie
immunomodulujace (10). W badaniach wtasnych nie stwierdzono istotnego wpltywu
maczki z larw HI na miano przeciwcial poszczepiennych przeciwko ND i aMPV u 21- i
42-dniowych kurczat. Natomiast w 42 dniu zycia kurczgta brojlery karmione dietg z
dodatkiem larw HI (HI-50, HI-75 i HI-100 miaty statystycznie istotnie nizsze (P<0,05)
miana przeciwcial przeciwko IB, w porownaniu do ptakéw kontrolnych (HI-0). Oceniajac
odpowiedz poszczepienng, nalezy zauwazyC, ze spos$rdd trzech szczepionek podanych

kurczetom doswiadczalnym, wirus IB charakteryzuje si¢ najwyzsza immunogennoscig.
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Znajduje to odzwierciedlenie w wynikach testow serologicznych: 6-tygodniowe ptaki
wykazywaty wyrazniejsza serokonwersje na IBV niz ptaki 3-tygodniowe. Jak pokazuja
nasze obserwacje, podawanie ptakom paszy, w ktorej sojowy komponent biatkowy zostat
zastgpiony biatkiem larw HI, istotnie obnizalo efektywnos$¢ 1 skuteczno$¢ szczepienia
przeciwko IB. Sytuacja ta jest najprawdopodobniej spowodowana nizszym dziennym
spozyciem paszy, co skutkowato gorszymi przyrostami masy ciata i pogorszeniem ogoélnej
kondycji ptakdw w grupach otrzymujacych maczke owadzia, co przetozyto si¢ na gorsze
wyniki produkcyjne, a w konsekwencji ostabiong odpornos¢. Niestety, jak dotad nie
przeprowadzono podobnych badan nad rozwojem odpornosci poszczepiennej u ptakow
karmionych paszami z dodatkiem bialka owadziego. Z drugiej strony, wyniki badan
wlasnych koresponduja z obserwacjami innych autoré6w dotyczacymi wplywu niedoboréw
na odporno$¢ poszczepienng u drobiu (5). Na podstawie wybranych parametrow
biochemicznych mozna okresli¢c wptyw diety na funkcje watroby, nerek, kosci i migsni u
ptakow (16). Stwierdzono statystycznie istotny wzrost aktywnosci AST, CK i LDH oraz
poziomu UA u 42-dniowych kurczat, ktore otrzymywaty maczke z larw HI w poréwnaniu
z ptakami grupy kontrolnej. Ponadto, odnotowano statystycznie istotny wzrost CALC i
spadek poziomu PHOS w grupach HI-75 i HI-100 w poréwnaniu do kurczat z grupy
kontrolnej HI-0. Pomimo istotnych statystycznie rdznic pomigdzy grupami w poziomach
CALC, PHOS 1 UA oraz aktywno$ci AST, CK 1 LDH, warto$ci tych parametréw nadal
miescily si¢ w zakresach referencyjnych dla tego gatunku drobiu (29). Przedstawione
wyniki korespondujg z obserwacjami innych autoréw. Marono i wsp. (33) odnotowali
istotny wzrost poziomu wapnia i spadek poziomu fosforu w surowicy u kur niosek
karmionych paszami z dodatkiem maczki HI. Nietatwo jest wyjasni¢ statystycznie istotnie
podwyzszony poziom wapnia we krwi 42-dniowych kurczat brojlerow z grup HI-75 i HI-
100 w poréwnaniu z grupa HI-0, poniewaz pasze stosowane w do§wiadczeniu zawieraty
zblizone poziomy wapnia. Wydalany kwas moczowy jest gtownym azotowym produktem
przemiany biatek u drobiu. Jego poziom w surowicy odzwierciedla katabolizm biatek
(16). Badania wlasne wykazaty, ze wzrastajacy poziom maczki z larw HI w paszach
korespondowat ze wzrostem poziomu UA w surowicy kurczat. Wyniki te sg jednak
sprzeczne z wynikami uzyskanymi przez Marono i wsp. (33).

Uzyskane wyniki badan wlasnych pozwolity stwierdzi¢, ze maczka z
nieodtluszczonych, catych larw HI stosowana jako substytut biatka sojowego w tak
duzych ilosciach, ma negatywny wpltyw na zdrowie kurczat brojlerow. Niskie wyniki

produkcyjne i przezywalno$¢ ptakow doswiadczalnych, szczegodlnie w grupie HI-100,
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moga wskazywa¢ na potrzebe stosowania pasz o nizszej zawartosci komponentu
owadziego niz te stosowane W prezentowanym doswiadczeniu. By¢ moze do produkcji
pasz dla drobiu nalezy stosowa¢ wylacznie oczyszczone biatka i tluszcz owadzi, bez

pozostatych sktadnikéw larw owadow, zwlaszcza chityny.

Szczegdtowe wyniki opisanych powyzej badan opublikowano w piatej pracy wchodzacej

w sktad zglaszanego osiagni¢cia naukowego:

Tykalowski B., Koncicki A., Kowalczyk J., Smiatek M., Bakula T., Murawska D.,
Sobotka W., Stenzel T. The impact of full-fat Hermetia illucens larvae meal on the health
and immune system function of broiler chickens. Journal of Veterinary Research, 2023, 67
(2), 197-207.

4.2.3. Wnioski wynikajace z przeprowadzonych badan i mozliwosci
wykorzystania ich wynikéw w wielkotowarowej produkcji drobiu

Na podstawie przeprowadzonych badan wykazano jakie s3 mozliwoSci
modulowania odpowiedzi immunologicznej i podnoszenia sprawnos$ci mechanizmoéw
obronnych u drobiu rzeznego. Jest to o tyle istotne, ze zdrowie ptakow utrzymywanych
systemem intensywnym w gldwnej mierze jest uzaleznione od stanu funkcjonalnego ich
uktadu immunologicznego, ktéry decyduje o poziomie odpornosci poszczepiennej i
skutecznosci leczenia. Z prawidlowg funkcja tego ukladu zwigzane s3: ostateczna
eliminacja drobnoustrojéw chorobotwdrczych, stymulacja procesOw naprawczych w
uszkodzonych tkankach oraz ochrona przed ponownym zakazeniem. Ponadto, w dobie
narastania opornosci mikroorganizmow na chemioterapeutyki 1 braku efektow
terapeutycznych po ich zastosowaniu, rola i znaczenie sprawnie funkcjonujgcego uktadu
odpornosciowego ros$nie. Sytuacja ta bez watpienia sprawia, iz niezwlocznie musza by¢
poszukiwane 1 wprowadzane alternatywne metody leczenia, pozwalajace ograniczad
stosowanie antybiotykoéw 1 kokcydiostatykéw u drobiu. Na rynku pojawita si¢ duza
liczba produktow pochodzenia naturalnego w formie mieszanek paszowych
uzupetniajacych dla drobiu, ale i suplementéw diety zawierajacych wtérne metabolity
ros$linne, jak np. fitoncydy. Wykazuja one dziatanie pierwotniakobodjcze,
grzybostatyczne i grzybobdjcze, przeciwwirusowe i antybakteryjne. Wiele z tych
substancji wykazuje takze wtasciwosci immunomodulujace, co na ogo6t nie byto brane
pod uwage przez producentéw w komponowaniu gotowych mieszanek, majacych

pierwotnie hamowac rozwdj, np. pierwotniakow, czy okreslonej grupy bakterii. Majac
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powyzsze na uwadze podjeto badania zmierzajace do oceny wplywu na ukiad

odpornosciowy drobiu grzebigcego réznych czynnikow zywieniowych, w tym

fitoncydow oraz zakaznych. Tak szczegotowa i wnikliwa ocena ich wplywu na

funkcjonowanie mechanizméw odporno$ciowych u ptakow byta mozliwa przede

wszystkim dzigki opracowaniu 1 zastosowaniu metody cytometrii przeptywowej i

badania odpowiedzi komoérkowej. Nalezy bowiem podkresli, ze na ogét w tego typu

badaniach jest oceniana odporno$¢ humoralna, ktéra nie odzwierciedla faktycznej

sprawnosci uktadu odpornosciowego.

Uzyskane wyniki badan pozwolily na wyciagniecie nastepujacych wnioskow:

1.

Dodatek pelnoziarnistej pszenicy do mieszanek paszowych (50 % ogolnej
zawarto$ci pszenicy) wplywa korzystnie na funkcjonowanie uktadu
pokarmowego oraz stymuluje nieswoiste i swoiste mechanizmy obronne u
indykow.

Forma stosowanej w mieszankach paszowych metioniny (DLM lub MHA)
nie ma tak istotnego znaczenia jak dawka tego aminokwasu. Dotyczy to
zardbwno oznaczanych wskaznikow immunologicznych, jak i wynikow
produkcyjnych. Wyzszy o 40 % poziom metioniny w paszach (niz zalecany
przez NRC) korzystnie wptywa na badane wskazniki immunologiczne u
zdrowych indykéw oraz tagodzit skutki zakazenia immunosupresyjnym
HEV.

Mieszanka paszowa uzupetniajaca AdiCox°“ PF posiada wlasciwosci
immunomodulujgce i moze by¢ z powodzeniem stosowana W profilaktyce i
terapii histomonozy u indykéw oraz do wzmocnienia ich odpornosci
poszczepiennej.

Analiza wynikow produkcyjnych wskazuje na postepujacy negatywny
wpltyw rosngcej zawartosci maczki z petotlustych larw Muchy czarne; w
mieszankach paszowych na przyrosty masy ciata, warto$¢ wspolczynnika
konwersji paszy (FCR) i przezywalno$¢ kurczat brojlerow.

Analiza cytometryczna probek krwi i $ledziony, przeprowadzona w
badaniach wtasnych, nie wykazata negatywnego wptywu maczki owadziej
na odsetek subpopulacji limfocytow B, ale wskazala na wzrost odsetka
limfocytow T CD3*'CD8a’ i spadek odsetka subpopulacji komorek
CD3*CD4".
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6. Podawanie brojlerom kurzym paszy, w ktorej sojowy komponent biatkowy
zostat zastgpiony biatkiem z pelnotlustych larw Muchy czarnej, istotnie
obnizato efektywno$¢ i skuteczno$¢ szczepienia przeciwko IB.

7. Majac na uwadze kluczowa role uktadu immunologicznego w zwalczaniu
patogenow, na podstawie uzyskanych wynikow badan wlasnych mozna
stwierdzi¢, ze immunomodulatory, w tym fitoncydy, stosowane w
profilaktyce i terapii chordb drobiu moga skutecznie ograniczaé, a w
niektorych przypadkach zastepowac lub wspomagac chemioterapie.

8. Opracowanie schematow  podawania  §rodkéw o dziataniu
immunomodulujagcym, z  réwnoczesnym  monitorowaniem — wielu
wskaznikow odpornosci humoralnej i komodrkowej, jest niezbedne dla

uzyskania korzystnych efektow immunomodulacji.
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4.3. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych

4.3.1. Oméwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych przed uzyskaniem
stopnia naukowego doktora

W trakcie ostatnich dwoch lat studiow weterynaryjnych oraz podczas realizacji
studiow doktoranckich moje zainteresowania zwigzane byly z szeroko pojeta
immunologia zwierzat, w tym wplywem ro6znych czynnikow na funkcjonowanie
mechanizmow obronnych oraz mozliwo$ci oceny statusu immunologicznego zwierzat w
stanach fizjologii i patologii. Moja praca naukowa w Katedrze Chorob Ptakow
Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej UWM w Olsztynie, koncentrowala si¢ wokoét

kilku gtéwnych obszarow badawczych:

. Zastosowanie nowoczesnych metod w badaniach ukladu immunologicznego
u zwierzat

Po rozpoczeciu studiow doktoranckich odbytem cykl szkolen stanowiskowych z

obstugi analogowego cytometru przeptywowego EPICS XL (Baekman Coulter, USA)

oraz z obslugi oprogramowania do analizy danych cytometrycznych. W zwiagzku z tym,
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ze erytrocyty i trombocyty u ptakow sg komoérkami jadrzastymi, przygotowywanie
probek do badan cytometrycznych jest odmienne od standardowego postepowania
stosowanego w przypadku badania krwi ssakéw. Poczatkowo badalem mozliwosci i
techniki izolacji limfocytow z krwi i narzagdow immunologicznych réznych gatunkow
ptakow z wykorzystaniem odczynnikéw dostepnych w owym czasie na rynku. Metode
lizowania erytrocytoéw kur i indykéw, po barwieniu przeciwcialami znakowanymi
fluorochromami z zastosowaniem odczynnika Immuno-prep reagents (Immunotech,
USA) i automatycznej stacji Q-prep Immunology Workstation (Beckman Coulter,
USA), badalem w Zaktadzie Immunologii Medycznej Gdanskiego Uniwersytetu
Medycznego. Uzyskane wyniki oraz wlasne zaangazowanie pozwolity w krotkim czasie
na pozyskanie srodkoéw 1 zakup takiej stacji do Katedry Choréb Ptakéw 1 wdrozenie tej
metody do pracy w laboratorium immunologicznym. Badatem takze powinowactwo
przeciwcial monoklonalnych (r6znych klonow) i poliklonalnych (dedykowanych przez
kilku producentéw do znakowania komorek kurczat) do barwienia limfocytow
wyizolowanych od innych gatunkéw ptakéw, w szczegdlnosci od indykow i gotebi.
Opracowalem metody barwienia wewnatrzkomorkowego limfocytow ptakow z
zastosowaniem zestawu Leucoperm (Serotec). Opracowatem takze metode
wewnatrzkomorkowego znakowania cytokin w limfocytach T ptakéw. Odbytem takze
szkolenia w zakresie zastosowania metody ELISA w diagnostyce serologicznej u drobiu
w Warszawskiej Akademii Zastosowan Monitoringu Serologicznego WAMSER.
Opanowalem warsztat badawczy pracowni serologicznej Katedry Choréb Ptakow oraz
metod analizy danych w $rodowisku oprogramowania xChek (Idexx, USA). Na
poczatku 2009 roku ukonczyltem takze 3-dniowy kurs pt. ,,Molekularne metody badan w
mikrobiologii i wirusologii” na Uniwersytecie Medycznym w Lodzi. Po zakupie pod
koniec 2009 roku, do Katedry Chorob Ptakéw cyfrowego cytometru przeptywowego
FACSCanto II 1 sortera komérek FACSAria II (Becton Dickinson), odbylem kolejne
szkolenia stanowiskowe z obstugi tych aparatow oraz w lutym 2010 roku, 5-dniowy
kurs w Belgii z obslugi i mozliwos$ci zastosowania sortera komorek FACSAria 11 w
badaniach naukowych oraz z obstugi oprogramowania do analizy i akwizycji danych
cytometrycznych FACSDiva Software. Szkolenie to odbylem pod kierunkiem
naukowym dr Geralda Pfistera. W 2010 roku nawigzalem wspolprace z prof. dr hab.
Radostawem Spiewakiem, kierownikiem Zakladu Dermatologii Do$wiadczalnej i
Kosmetologii Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie, ktora zaowocowala

wprowadzeniem techniki ELISPOT do laboratorium immunologicznego Katedry

48



Autoreferat: Barttomiej Tykatowski

Choréb Ptakoéw. W 2011 roku przygotowatem stosowny wniosek do Funduszu Nauki 1
Technologii Polskiej i dzigki uzyskaniu finansowania pracownia immunologiczna,
ktorej prace koordynuj¢ do dnia dzisiejszego, powickszyla swoj zakres badawczy o
technike cytometrii obrazowej w technologii Image Stream (Amnis, USA). Poza
cytometrem obrazowym, Fundusz Nauki i Technologii Polskiej sfinansowat takze zakup
pierwszego w Polsce automatycznego analizatora zywotno$ci komoérek Vi-cell XR
(Beckman Coulter, USA). Jak dotad nie ma w naszym Kkraju tak doskonale
wyposazonego laboratorium badan immunologicznych ptakow, ktore daje mozliwos¢
wszechstronnego 1 wielokierunkowego badania zmian zachodzacych w ukladzie
odporno$ciowym ptakéw pod wptywem réznych czynnikow zakaznych i niezakaznych
(praca 4.3.1.1-1). Dzigki duzemu zaangazowaniu we wdrazanie cytometrii
przeptywowej do nauk weterynaryjnych zostatem dostrzezony 1 zaproszony do
cztonkostwa w Polskim Towarzystwie Cytometrii, z ktérym organizowatem sesje nt.
pozamedycznych i weterynaryjnych zastosowan cytometrii przeptywowej podczas

konferencji Polskiego Towarzystwa Cytometrii.

4.3.1.1-1. Tykatowski B., Stenzel T., Koncicki A. Nowoczesne wyposazenie
laboratoriow  kluczowym narzedziem w diagnostyce chorob drobiu. Polskie
Drobiarstwo, 2022, 1, 32-33. (MNiSW/MEIN=5; IF-)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na: zebraniu pismiennictwa oraz napisaniu

manuskryptu. Swoj udziat procentowy szacuje na 95%.

1. Wplyw immunomodulacji na uklad odpornosciowy ptakow

Opanowanie warsztatu badawczego i opracowanie autorskich metod badawczych
pozwolilo mi wzia¢ udziat w realizacji wielu dos§wiadczen i projektéw badawczych. Na
szczegOlng uwage zastluguja doswiadczenia zwigzane z immunomodulacjag u drobiu
grzebigcego 1 gotebi.

Na poczatku mojej kariery naukowej w Katedrze Choréb Ptakéw bratem udziat w
innowacyjnym doswiadczeniu polegajacym na immunomodulacji u zarodkoéw
indyczych metoda in ovo. Do zalezonych jaj indyczych podawano w 26 dobie inkubacji
rozne dawki (5, 10 i 20 mg/zarodek) methizoprinolu i badano jego wptywu na
wylegowos¢ 1 status zdrowotny pisklat oraz strukture ich sledziony i torby Fabrycjusza.
Badano takze wptyw tak podanego immunomodulatora na odsetek subpopulacji

limfocytow T CD3*, CD4" i CD8" we krwi i $ledzionie u 5-dniowych pisklat indyczych

49



Autoreferat: Barttomiej Tykatowski

metodg cytometrii przeptywowej. Ponadto, badano odpowiedz immunologiczng i
wrazliwo$¢ na zakazenie wirusem krwotocznego zapalenia jelit (HEV) indyczat
wyklutych z jaj immunizowanych in ovo szczepionka przeciwko HEV, do ktorych
aplikowano jednoczes$nie tg droga methizoprinol.

Methizoprinol (Inosinum pranobexum) jest kompleksem 1 czgsteczki inozyny z 3
czasteczkami  N,N-dimetyloamino-2-propanolo-p-acetamidobenzoesanu. Jest to lek
stosowany w medycynie czlowieka, w terapii zakazenh wywolanych przez wirusy
opryszczki, ospy wietrznej, grypy, swinki, odry, HIV, a takze w potpascu oraz w innych
zakazeniach wirusowych o powiktanym przebiegu, zwlaszcza u chorych z obnizong
odpornoscig. Oprécz tego methizoprinol posiada takze wiasciwoseci modulujace
naturalng odporno$¢ organizmu, co nasila jej efekt przeciwwirusowy. W ciggu ostatnich
kilku lat lek ten przezywa prawdziwy renesans i jest stosowany powszechnie jako
immunostymulator i lek przeciwwirusowy w medycynie cztowieka i coraz czesciej u
zwierzat (szczegolnie towarzyszacych). Byt takze stosowany u o0sob zakazonych
wirusem SARS-CoV-2 w pierwszej fazie pandemii COVID-109.

W badaniach wykazano, ze methizoprinol zastosowany u zarodkow indyczych in
ovo w 26 dobie inkubacji, bez wzgledu na wielko$¢ dawki (5, 10 lub 20 mg/zarodek),
nie wywotlywat zaburzen w procesie legu i nie wpltywal negatywnie na stan zdrowotny
odchowywanych indyczat. Nie odnotowano wptywu tego immunomodulatora na
aktywnos¢ AST, ALP, LDH, CK, lizozymu oraz poziom biatka catkowitego i
ceruloplazminy w surowicy wyklutych indyczat (praca 4.3.1.11-1). Zastosowany w
dawce 5 mg na jajo (zarodek) pobudzat u wylezonych z takich jaj 5-dniowych indyczat
mechanizmy obronne, czego wyrazem byl wzrost odsetka limfocytow T CD3" i CD4"
we krwi obwodowej i w $ledzionie (praca 4.3.1.11-2) oraz zwigkszenie liczby grudek
chtonnych w torbie Fabrycjusza (praca 4.3.1.11-3). Z kolei dawka 20 mg/zarodek
powodowala wzrost odsetka limfocytow T CD8" w §ledzionie oraz wzrost liczby
centrow rozrodczych miazgi biatlej w tym narzadzie (praca 4.3.1.11-4). W
doswiadczeniach wykazano takze, ze skuteczne jest uodpornianie indykow przeciwko
krwotocznemu zapaleniu jelit stosujac szczepionke zywa atenuowang Dindoral SPF
(Merial, Francja) metoda in ovo. Z przeprowadzonych badan wynika takze, ze
jednoczesne stosowanie in ovo methizoprinolu i szczepionki Dindoral SPF hamuje
powstawanie odpornosci poszczepiennej przeciwko HEV. Wynika z tego, ze
methizoprinol skutecznie hamuje replikacje wirusa szczepionkowego, co manifestowato

si¢ zahamowaniem rozwoju odpornosci poszczepiennej u immunozowanych zarodkéw
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indyczych. Zarodki szczepione przeciwko HEV, ktore nie otrzymaty methizoprinolu
budowaty dobra odpornos¢ poszczepienng (praca 4.3.1.11-5).

Methisoprinol byt takze stosowany jako jeden z immunomodulatorow podczas
realizacji projektu badawczego nr N N308 221233 pt. ,,Wplyw rdéznych
immunomodulator6w na wybrane parametry swoistej i nieswoistej u gotebi”. W trakcie
badan okre$lono potencjalny wptyw trzech immunomodulatoréw: methizoprinolu, -
glukanow i lewamizolu na ksztaltowanie sie odsetka subpopulacji limfocytéow T (CD3",
CD4" i CD8") we krwi i §$ledzionie, a takze na miano przeciwcial przeciwko
paramyksowirusowi gotebi (PPMV-1). B-glukany oraz lewamizol stymulowaty
odpornos¢ humoralng, co manifestowato si¢ wzrostem miana przeciwciat przeciwko
PPMV-1. Oba z wymienionych immunomodulatorow stymulowaly réwniez wzrost
odsetka limfocytow T CD8* w §ledzionie. Zadnego efektu nie stwierdzono w grupie
kontrolnej, ani w grupie ptakow otrzymujacych metizoprinol, co spowodowane byto
najprawdopodobniej zastosowaniem zbyt wysokiej (300 mg/kg) dawki tego
immunomodulatora. Wyniki opisywanych badan opublikowano w pracy 4.3.1.11-6.

W kolejnym doswiadczeniu ustalono immunostymulujaca dawke methizoprinolu u
gotebi. Badania wykonano w analogicznym uktadzie a ptaki otrzymywaty izoprynozyne
w dawkach 100 mg, 200 mg lub 600 mg na kg m.c. Uzyskane wyniki pozwolily
wykazaé, ze dziatanie metizoprinolu bylo rézne w zaleznosci od dawki. Najlepsze
efekty uzyskano stosujac dawke 200 mg kg/ m.c., co manifestowato si¢ statystycznie
wyzszym odsetkiem limfocyow T CD4" zarébwno w krwi obwodowej, jak i $ledzionie.
Najmniej korzystne efekty uzyskano stosujac ten immunomodulator w dawce 600 mg/
kg m.c. Nie odnotowano natomiast zadnych statystycznie istotnych roéznic w odsetku
limfocytow T CD8" w krwi obwodowej i $ledzionie. Podobnie nie stwierdzono
statystycznie istotnych réznic w ksztaltowaniu si¢ mian przeciwciat przeciwko PPMV-
1, mimo ze u gotebi w grupach otrzymujacych izoprynozyne w dawkach 100 i 200 mg/
1 kg m.c. byly one wyzsze niz u ptakow z pozostatych grup. Wyniki tych badan
przedstawia praca 4.3.1.11-7.

Nastepnie przeprowadzono doswiadczenie zmierzajace do potwierdzenia
przeciwwirusowego dzialania methizoprinolu u golebi zakazonych eksperymentalnie
PPMV-1. Ptaki zakazono krajowym izolatem tego wirusa (APMV-
1/pigeon/Poland/AR3/95). Gotebiom podano methizoprinol w dawce 200 mg na kg m.c.
na 3 dni przed lub 3 dni po zakazeniu eksperymentalnym. W wybranych terminach po

zakazeniu eksperymentalnym u$miercano po 5 ptakéw z kazdej grupy i pobierano od
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nich proébki wymazow oraz wycinki pluc, nerek i moézgu do badan molekularnych
(PCR). Wyniki wskazywaly, ze najwiecej probek, w ktorych potwierdzono obecno$é
materialu genetycznego PPMV-1 pochodzito od golebi z grupy kontrolnej oraz
otrzymujacej metizoprinol przed zakazeniem eksperymentalnym. Roéznice te byty
widoczne w 4 dobie po zakazeniu. W kolejnych dniach odsetek probek, w ktorych
wykryto materiat genetyczny PPMV-1 wzrdst do blisko 100 % u ptakow ze wszystkich
grup, za wyjatkiem probek nerek i pluc golebi otrzymujacych metizoprinol po
zakazeniu. Rowniez w tej grupie wykazano najnizsza $miertelno$¢. Badania pozwolity
stwierdzi¢, ze metizoprinol w dawce 200 mg na kg m.c. podany po zakazeniu
eksperymantalnym PPMV-1 wykazuje aktywno$¢ przeciwwirusowa, co manifestowato
si¢ wolniejszym rozwojem i tagodniejszym przebiegiem paramyksowirozy u golebi.
Gltéwny wniosek z przeprowadzonych badan sugeruje, ze metizoprinol moze by¢
stosowany jako alternatywny lek w terapii chordb wirusowych gotebi (praca 4.3.1.11-8).

Po przeanalizowaniu wynikow stosowania methizoprinolu u zarodkow indyczych
i u golebi oraz znajac jego potencjalne dziatanie przeciwwirusowe, postanowiono
sprawdzi¢ czy ten immunomodulator moze by¢ stosowany profilaktycznie i/lub
terapeutycznie u indykow w przebiegu krwotocznego zapalenia jelit (HE). Uzyty do
zakazenia eksperymentalnego adenowirus krwotocznego zapalenia jelit (HEV) jest
drobnoustrojem powszechnie wystepujacym 1 odgrywajacym duzg role w patologii tego
gatunku drobiu w naszym kraju i na $wiecie. Krajowe izolaty tego wirusa naleza do
malo patogennych, jednak pomimo to silnie upo$ledzaja humoralng i komoérkowa
reaktywnos¢ uktadu immunologicznego. Stad pomyst aby u zakazonych tym wirusem
indykoéw zastosowa¢ immunomodulacje. Poza methizoprinolem wykorzystano takze
drugi, naturalny immunomodulator - B-glukany izolowane z drozdzy Saccharomyces
cerevisiae. W trzech doswiadczeniach podawano indykom methizoprinol per os w
dawce 200 mg/kg m.c. lub B-glukany w dawce 171 mg/kg paszy w roznych uktadach -
przed, po lub przed i po zakazeniu wirusem HE. Uzyskane wyniki badan pozwalily
stwierdzi¢, ze methizoprinol podawany przez 3 dni przed lub przez 5 dni po zakazeniu
eksperymentalnym immunosupresyjnym wirusem HE stymuluje u zakazonych indykow
mechanizmy odpornosci komorkowej, czego wyrazem byt wyzszy odsetek subpopulacji
limfocytéw T CD3*CD8a" oraz limfocytow B IgM* w ich krwi. Methizoprinol
stosowany przez 3 dni przed i/lub przez 5 dni po zakazeniu a takze B-glukany
suplementowane przez 14 dni przed oraz 14 dni przed i 5 dni po infekcji wykazywaty u

zakazonych indykow dziatanie przeciwwirusowe, co wynika z mniejszej liczby probek,
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w ktorych wykryto metoda PCR obecno$¢ materiatu genetycznego wirusa HE, a takze
istotnie zwigkszaty syntez¢ IFN-y przez limfocyty CD4" wyizolowane z ich $ledzion
(praca 4.3.1.11-9). Ograniczaly roéwniez spadek odsetka limfocytow B IgM* w
$ledzionie. Ponadto methizoprinol zastosowany przez 3 dni przed lub przez 5 dni po
zakazeniu eksperymentalnym i B-glukany suplementowane do paszy przez 14 dni przed
i/lub przez 5 dni po zakazeniu wykazywaly u zakazonych osobnikow wlasciwosci
immunokorygujace, czego dowodem bylo zahamowanie patologicznego wzrostu
odsetka limfocytow T CD3"CD4" w $ledzionie. Inmunomodylatory te powodowaly u
niezakazonych indykéw istotny wzrost odsetka subpopulacji limfocytow T CD3*CD4*
w $ledzionie a takze limfocytow T CD3"CD8a" i limfocytow B IgM™* we krwi.

Opisane badania byly w 70 % realizowane w ramach rozwojowego projektu
badawczego nr N N308 229636 pt. ,,Wptyw metizoprinolu i B-glukanéw na wybrane
parametry odporno$ci nieswoistej 1 wskazniki biochemiczne krwi oraz na przebieg
zakazenia adenowirusem krwotocznego zapalenia jelit (HEV) u indykéw”, ktorego
bylem wykonawca oraz w 30 % w ramach otrzymanych stypendiéw DrINNO i
DrINNO 2, finansowanych przez samorzad wojewodztwa warminsko-mazurskiego i
wspotfinansowanych przez UE ze $rodkow Europejskiego Funduszu Spotecznego
»Kapitat Ludzki”. Wyniki omoéwionych wyzej badan przedstawitem w mojej rozprawie
doktorskiej pt. ,,Wplyw methizoprinolu 1 B-glukanow na wybrane parametry
odpornosci nieswoistej oraz na przebieg zakazenia adenowirusem krwotocznego
zapalenia jelit (HEV) u indykoéw” (promotor: prof. dr hab. Andrzej Krzysztof Siwicki),
ktéra obronitem z wyr6znieniem 06.07.2012 roku na Wydziale Medycyny
Weterynaryjnej UWM w Olsztynie.

4.3.1.11-1. Tykatowski B., Stenzel T., Mazur-Lech B., Andrzejewski M., Koncicki A.
The influence of methisoprinol applied in ovo upon hatchability and health status of
turkeys. Polish Journal of Veterinary Sciences, 2009, 12 (2), 203-207.
(MNiISW/MEIN= 15; 1F=0,435)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na: pobraniu materiatu do badan, wykonaniu
oznaczen biochemicznych surowicy, opracowaniu i interpretacji uzyskanych wynikow,
zebraniu pismiennictwa, sformutowaniu wnioskow oraz przygotowaniu manuskryptu.

Swoj udziat procentowy szacuje na 75%.
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4.3.1.11-2. Stenzel T., Tykatowski B., Andrzejewski M., Koncicki A. Wphw
metisoprinolu zastosowanego in ovo na odsetek subpopulacji limfocytéw T CD3", CD4™
i CD8" u indykéw. Medycyna Weterynaryjna, 2008, 64 (12), 1157-1160.
(MNiISW/MEIN=10; IF-)

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na: pobraniu materiatu do badania
cytometrycznego, pomocy w wykonaniu oznaczen metodg cytometrii przeptywowej,

pomocy w interpretacji uzyskanych wynikow. Swoj udziat procentowy szacuje na 20%.

4.3.1.11-3. Tykatowski B., Stenzel T., Lewczuk B., Andrzejewski M., Koncicki A.:
Effect of methisoprinol administered in ovo on the histological structure of the bursa of
fabricius in turkeys. Bulletin of the Veterinary Institute in Pulawy, 2009, 53(4), 471-
474. (MNiISW/MEIN=15; 1F=0,218)

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na: pobraniu materiatu do badania
histologicznego, opracowaniu i interpretacji wynikow, sformutowaniu wnioskow,
zebraniu pismiennictwa oraz przygotowaniu manuskryptu. Swoj udzial procentowy

szacuje na 75%.

4.3.1.11-4. Stenzel T., Tykatowski B., Lewczuk B., Przybylska-Gornowicz B.,
Andrzejewski M., Koncicki A. The influence of methisoprinol administered in ovo on
the morphological structure of the spleen in turkeys. Polish Journal of Veterinary
Sciences, 2010, 13 (2), 225-231.

(MNiISW/MEIN=20; 1F=0,507)

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na: pobraniu materiatu do badania
histologicznego, pomocy w interpretacji wynikow oraz udzial w przygotowaniu

ostatecznej wersji manuskryptu. Swéj udziat procentowy szacuje na 15%.

4.3.1.11-5. Koncicki A., Tykatowski B., Stenzel T., Andrzejewski M. Assessment of the
efficiency of applying methisoprinol and vaccination of turkeys against the
haemorrhagic enteritis virus using in ovo methods. Bulletin of the Veterinary Institute
in Pulawy, 2009, 53 (1), 13-15.
(MNiISW/MEIN=15; 1F=0,218)
Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na: pobraniu materiatu do badania

cytometrycznego, wykonaniu oznaczen metodq cytometrii przeplywowej, pomocy w
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interpretacji uzyskanych wynikow, zebraniu pismiennictwa oraz udziat W przygotowaniu

ostatecznej wersji manuskryptu. Swéj udziat procentowy szacuje na 30%.

4.3.1.11-6. Stenzel T., Tykatowski B., Smiatek M., Kwiatkowska-Stenzel A., Koncicki
A.: The effect of different doses of methisoprinol on the percentage of CD4* and CD8™"
T lymphocytes subpopulations and the antibody titers in pigeons immunised against
PPMV-1. Polish Journal of Veterinary Sciences, 2011, 14 (3), 367-371.
(MNiISW/MEIN=20; IF=0,565)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na: pobraniu materiatu do badania
cytometrycznego, pomocy w wykonaniu Oznaczen metodg cytometrii przeplywowey,

pomocy w interpretacji uzyskanych wynikow. Swoj udziat procentowy szacuje na 20%.

4.3.1.11-7. Stenzel T., Tykatowski B., Smiatek M., Kwiatkowska-Stenzel A., Koncicki
A. The effect of different immunomodulators on the percentage of CD4" and CD8" T
lymphocytes and the antibody titres in pigeons immunised against PPMV-1. Medycyna
Weterynaryjna, 2011, 67 (4), 254-257.

(MNiISW/MEIN=10; IF-)

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na: pobraniu materiatu do badania
cytometrycznego, pomocy w wykonaniu oznaczen metodg cytometrii przephywowej,

pomocy w interpretacji uzyskanych wynikow. Swoj udzial procentowy szacuje na 20%.

4.3.1.11-8. Stenzel T., Tykatowski B., Smiatek M., Pestka D., Koncicki A. Influence of
methisoprinol on the course of an experimental infection with PPMV-1 in pigeons.
Medycyna Weterynaryjna, 2014, 70 (4), 219-223.

(MNiISW/MEIN=15; 1F=0,218)

MOoj wktad w powstanie tej pracy polegatl na: pobraniu materiatu do badan, pomocy w
Wykonaniu oznaczen laboratoryjnych, pomocy w interpretacji uzyskanych wynikow.

Swoj udziat procentowy szacuje na 15%.

4.3.1.11-9. Tykatowski B., Koncicki A. Effect of immunomodulation in turkeys infected
with haemorrhagic enteritis virus on the percentage of CD4* and CD8a* T lymphocyte
subpopulation synthesizing IFN-y. Journal of Veterinary Research, 2022, 66 (4), 537—
947,

(MNISW/MEiIN=140; IF=2,058)
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Moj wkitad w powstanie tej pracy polegal na: opracowaniu Koncepcji badan, pobraniu
materiafu do badan, wykonaniu wszystkich oznaczen laboratoryjnych, opracowaniu i
interpretacji  wynikow, sformutowaniu wnioskow, zebraniu pismiennictwa oraz

przygotowaniu manuskryptu. Swoj udziat procentowy szacuje na 95%.

1.  Badania nad wplywem czynnikéw zywieniowych na uklad immunologiczny

u drobiu grzebiacego

Znaczng czg$¢ mojej pracy naukowej zajmowaly badania wptywu dodatkoéw
zywieniowych wykorzystywanych w produkcji drobiarskiej na uktad immunologiczny
ptakow. Bylo to mozliwe po nawigzaniu wspotpracy z Katedrg Drobiarstwa Wydziatu
Bioinzynierii Zwierzat UWM w Olsztynie oraz z Zakladem Biologicznych Funkcji
Zywnosci IRZiBZ PAN w Olsztynie.

W jednym z wspoélnych doswiadczen badano wptyw réznych poziomoéow chlorku
sodu w paszach na ksztaltowanie sie odsetka subpopulacji limfocytow T CD4", CD8"
oraz CD4*CD8" w krwi obwodowej, a takze na poziom makroelementéw (Na, K, Cl,
Ca, P i Mg) w surowicy u 35-dniowych kurczat brojlerow. Ptaki do$wiadczalne
karmiono przez 5 tygodni pasza zawierajaca rézne poziomy NaCl (od 0 do 0,636).
Badania wykazaty, ze zastosowanie roznego st¢zenia chlorku sodu w paszy dla kurczat
brojlerow nie ma istotnego wptywu na ksztattowanie si¢ odsetka badanych subpopulacji
limfocytow T we krwi. Wykazano natomiast, ze pasza nie zawierajaca dodatku chlorku
sodu spowodowata istotne obnizenie w surowicy u kurczat poziomu sodu i chlorkéw
oraz wzrost poziomu potasu, wapnia i magnezu. Niski poziom sodu w paszach
powodowal takze istotne zahamowanie wzrostu kurczat. Wyniki tych badan
opublikowano w pracy 4.3.1.111-1.

Uczestniczylem réwniez w  badaniach nad wplywem réznych form
suplementowanego selenu na uktad immunologiczny miodych indykow rzeznych.
Celem badan bylo okreslenie czy suplementacja w paszy dla indykéw stad
rodzicielskich selenu o roéznej przyswajalnosci ma wplyw na procesy odpornosciowe
oraz wzrost ich potomstwa. Stada rodzicielskie, z ktorych uzyskiwano jaja wylegowe do
dalszych badan otrzymywaty w paszy dodatek selenu nieorganicznego (selenin sodu 0,3
mg/1kg) lub organicznego (komercyjny preparat Sel-Plex, Alltech). Badania
cytometryczne nie wykazaty roznic w ksztattowaniu si¢ odsetka limfocytow T CD4",
CD8*, CD4"CD8" oraz B IgM™. Wykazano natomiast, ze w surowicy pisklagt wyklutych
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z jaj indyczek otrzymujgcych w paszy dodatek selenu w formie organicznej, aktywno$¢
peroksydazy glutationowej i dysmutazy nadtlenkowej byla wyzsza niz u pisklat
wylezonych z jaj indyczek otrzymujacych paszg z seleninem sodu. Dodatek organicznej
formy selenu wptywal rowniez na zwickszenie koncentracji tego pierwiastka w
miegéniach piersiowych oraz powodowal zmniejszenie poziomu substancji reaktywnych
kwasu tiobarbiturowego (TBARS) w zottku jaj oraz migsniach pisklat. Wyniki
uzyskanych badan sugeruja, ze dodatek selenu w formie organicznej do paszy dla
indykow reprodukcyjnych wptywa korzystnie na redukcje procesow oksydacyjnych w
jaju oraz u wyklutych pisklat i nie ma negatywnego wplywu na ich uktad

immunologiczny (praca 4.3.1.111-2).

4.3.1.111-1. Tykatowski B., Stenzel T., Mikulski D., Jankowski J., Zdunczyk Z.,
Juskiewicz J., Koncicki A. Level of electrolytes and percentage of T-lymphocyte
subpopulations in blood of broiler chickens fed mixtures with different contents of
sodium chloride. Bulletin of the Veterinary Institute in Pulawy, 2011, 55 (2), 333-337.
(MNISW/MEIN= 20; 1F=0,414)

MOoj wkiad w powstanie tej pracy polegatl na: pobraniu materiatu do badan, wykonaniu
oznaczen cytometrycznych, interpretacji uzyskanych wynikow, zebraniu pismiennictwa,
sformutowaniu wnioskow oraz przygotowaniu manuskryptu. Swdj udzial procentowy

szacuje na 75%.

4.3.1.111-2. Jankowski J., Zdunczyk Z., Sartowska K., Tykatowski B., Stenzel T.,
Wroblewska M., Koncicki A. Metabolic and immune response of young turkeys
originating from parent flocks fed diets with inorganic or organic selenium. Polish
Journal of Veterinary Sciences, 2011, 14 (3), 353-358.

(MNiISW/MEIiN= 20; 1F=0,565)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na: pobraniu materiatu do badan, wykonaniu
oznaczen cytometrycznych,  interpretacji uzyskanych wynikow i sformufowaniu

wnioskow. Swoj udziat procentowy szacuje na 15%.
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IV. Badania nad wplywem czynnikéw zakaznych na uklad immunologiczny

ptakow

Szeroko badanym w Katedrze Choréb Ptakow UWM w Olsztynie patogenem jest
krajowy izolat adenowirusa krwotocznego zapalenia jelit (HEV) indykow (praca
4.3.1.1V-1). Od chwili uruchomienia w Katedrze pracowni cytometrii przeptywowe;j
badania nad tym wirusem rozszerzono o aspekt immunologiczny wywolywanych przez
niego infekcji. Prace badawcze, w ktérych bratem udziat dotyczyty wptywu zakazenia
HEV indykow rzeznych na wybrane parametry odpornosci komorkowej oraz przebieg
kolibakteriozy. Badania te wykazaty, ze 5 dni po zakazeniu HEV odsetek limfocytow T
CD3*CD8" oraz B IgM* w §ledzionie indykow byl istotnie nizszy niz u ptakow
niezakazonych. Natomiast odsetek subpopulacji limfocytow T CD3*CD4" w tym
narzadzie patologicznie rost pod wptywem zakazenia HEV. Wykazano réwniez, ze
przebieg eksperymentalnie wywotanej kolibakteriozy byt znacznie cigzszy U indykéw
zakazonych krajowym izolatem HEV, ptaki z tej grupy charakteryzowaly si¢ tez nizsza
masg ciata i gorszym wspotczynnikiem wykorzystania paszy (FCR), co potwierdzito
jego immunosupresyjne wlasciwosci. Wyniki tych badan opublikowano w pracy
4.3.1.1V-2 oraz zaprezentowalem je (Keynote Speaker) podczas XI migdzynarodowej

konferencji ,,Turkey Times Science and Production Conference” w Anglii.

4.3.1.1V-1. Tykatowski B. Koncicki A. Badania and rolg adenowirusa krwotocznego
zapalenia jelit w patologii indykéw prowadzone w Katedrze Chorob Ptakow Wydziatu
Medycyny Weterynaryjnej w Olsztynie w okresie ostatnich 30 lat. Medycyna
Weterynaryjna, 2017, 73 (9), 522-527.

(MNiISW/MEIN=15; 1F=0,197)

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na: zebraniu pismiennictwa,
przeanalizowaniu wszystkich uzyskanych wynikéw badan wlasnych (opublikowanych i
nieopublikowanych) oraz innych autorow, wyciggnieciu wnioskow oraz przygotowaniu
manuskryptu. Swoj udzial procentowy szacuje na 95%.

4.3.1.1V-2. Koncicki A., Tykatowski B., Stenzel T., Smiatek M., Pestka D. Effect of
infection of turkeys with haemorrhagic enteritis adenovirus isolate on the selected
parameters of cellular immunity and the course of colibacillosis. Polish Journal of
Veterinary Sciences, 2012, 15 (2), 215-220.

(MNiISW/MEIN=20; 1F=0,570)
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Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na: pobraniu materiatu do badania
cytometrycznego, wykonaniu oznaczen metodq cytometrii przeplywowej, interpretacji
uzyskanych wynikow i sformutowanie wnioskow. Swoj udzial procentowy szacuje na

25%.
V. Aktualne problemy w patologii drobiu, golebi i ptakow wolnozyjacych

W ramach prowadzonych zaj¢¢ praktycznych z przedmiotu ,,Choroby ptakow” dla
studentow Kierunku weterynaria w fermach wielkotowarowych drobiu, zainteresowatem
si¢ etiopatogeneza najczesciej wystepujacych chordb drobiu. Efektem tego bylo
wspotautorstwo pracy przegladowej, opisujacej etiologi¢ chordb uktadu krazenia takich
jak kardiomiopatia rozstrzeniowa u indykow, samorzutne pgkanie t¢tnic oraz syndrom
krwawien okotonerkowych (praca 4.3.1.V-1). W drugiej pracy przegladowej (praca
4.3.1.V-2) opisalem niezwykle zlozone =zagadnienia dotyczace budowy i
funkcjonowania tkanki kostnej u ptakéw utrzymywanych w warunkach chowu
intensywnego, co w przypadku niskiego poziomu dobrostanu predysponuje do
wystapienia  choréb uktadu lokomotorycznego skutkujacych duzymi stratami
ekonomicznymi producentéw drobiu.

Z Kkolei u ptakow wolnozyjacych trafiajacych do Katedry Chorob Ptakow
pomagalem prowadzi¢ badania monitoringowe (serologiczne) wybranych chordb
zakaznych groznych dla drobiu. Badania te potwierdzily, ze ptaki dzikie maja czgsty
kontakt z paramyksowirusami (20-75 % surowic dodatnich w zalezno$ci od gatunku
ptaka), wirusem syndromu spadku nie$nosci (12-100 % surowic dodatnich) oraz
reowirusami (40-87,5 % surowic dodatnich). Wykazano, ze w 25-87 % badanych
surowic (w zaleznosci od gatunku ptakoéw) wystepowaly przeciwciata przeciwko
Salmonella Typhimurium i Salmonella Enteritidis. Wyniki tych badan opisano w pracy
4.3.1.V-3.

Bratem takze udzial w badaniach rozprzestrzeniania si¢ wybranych infekcji
wirusowych u gotebi w Polsce. Mialy one na celu ocene czgsto$ci wystepowania
zakazen adeno-, Cirko- i herpeswirusami w stadach gofebi na terenie calego kraju.
Lacznie przebadano 107 stad, z czego 61 % stanowity gotebie pocztowe, a 39 % golebie
ozdobne. Gotebie podzielono na grupy w zaleznosci od rasy (gofgbie pocztowe i
ozdobne), a takze kondycji fizycznej (zdrowe i chore). W badanych stadach gotebi
najczesciej wykrywany byt (44,5-100 % probek pozytywnych, w zaleznos$ci od grupy)

material genetyczny cirkowirusa gotebi (PiCV), material genetyczny herpeswirusa
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gotebi (PiHV) byt drugi pod wzgledem czgstotliwosci (0-30 % probek pozytywnych),
podczas gdy material genetyczny adenowirusa gotebi (PiAV) stwierdzono tylko w
dwoch stadach mlodych ptakow z objawami klinicznymi zespolu choroby mtodych
golebi (YPDS). Uzyskane wyniki wskazujg na szerokie rozprzestrzenienie PiCV w
stadach golebi w Polsce i potwierdzajg obserwacje innych autoréw, ze immunosupresja
wywotana zakazeniem tym wirusem jest jedng z glownych przyczyn wywotujacych

YPDS. Wyniki tych badan opisano w pracy 4.3.1.V-4.

4.3.1.V-1. Stenzel T., Tykatowski B., Koncicki A. Cardiovascular system diseases in
turkeys. Polish Journal of Veterinary Sciences, 2008, 11 (3), 245-250.
(MNiISW/MEIN=10; 1F=0,465)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na: pomocy w zebraniu 1 analizie
pismiennictwa Oraz W przygotowaniu ostatecznej wersji manuskryptu. Swoj udzial
procentowy szacuje na 10%.

4.3.1.V-2. Tykatowski B., Stenzel T., Koncicki A. Wybrane zagadnienia dotyczgce
procesow kostnienia i ich zaburzenia u ptakéw. Medycyna Weterynaryjna, 2010, 66 (7),
469-475.

(MNiISW/MEIN=9; IF-)

Moj wkitad w powstanie tej pracy polegat na: pomocy w zebraniu i analizie
pismiennictwa oraz W przygotowaniu ostatecznej wersji manuskryptu. Swoj udziat
procentowy szacuje na 90%.

4.3.1.V-3. Stenzel T., Tykatowski B., Mazur-Lech B., Koncicki A. Infection of wildlife
birds — results of serological screening. Bulletin of the Veterinary Institute in Pulawy,
2008, 52 (1), 63-66.

(MNiISW/MEIN=15; 1F=0,337)

MOoj wkitad w powstanie tej pracy polegat na: pomocy w pobraniu materiatu do badan,
pomocy w wykonaniu oznaczen metodqg ELISA. Swoj udziat procentowy szacuje na 20%.
43.1-V.4. Stenzel T., Pestka D., Tykatowski B., Smiatek M., Koncicki A.
Epidemiological investigation of selected pigeon viral infections in Poland. Veterinary
Record, 2012, 171(22), 562-566.

(MNiISW/MEIN=30; 1F=1,803)
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Moj wkitad w powstanie tej pracy polegal na: pomocy w pobraniu materiatu do badan,
pomocy w zebraniu i analizie piSmiennictwa oraz w przygotowaniu ostatecznej wersji

manuskryptu. Swoj udziat procentowy szacuje na 15%.

4.3.2. Omoéwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych po uzyskaniu

stopnia naukowego doktora

Moja praca po uzyskaniu stopnia naukowego doktora nadal koncentruje si¢ wokot

badan wptywu réznych czynnikéw na uktad immunologiczny ptakow.

Il Wplyw immunomodulatoréw naturalnych na uklad odpornosciowy u

drobiu grzebiacego i golebi domowych

Bralem czynny udzial w realizacji projektu badawczego pt. ,,Wplyw stosowania
praparatu  AdiSalmos° PF na ksztattowanie sic wybranych parametrow uktadu
immunologicznego przewodu pokarmowego indykéw 1 kurczat brojlerow”
finansowanego przez AdiFeed Sp. z o0.0. (Polska). Badania przeprowadzono z
wykorzystaniem komercyjnego preparatu zawierajacego m.in. ekstrakty z Kilku
gatunkow ziot oraz olejki eteryczne 0 udowodnionym dziataniu antybakteryjnym.
Wykazano, ze kurczgta otrzymujace badany preparat z woda do picia przez 3 kolejne
dni posiadaly wyzszy, w poréwnaniu z grupa kontrolng, odsetek limfocytow T CD4" w
sledzionie, migdatkach jelit §lepych oraz torbie Fabrycjusza, a takze wyzszy odsetek
subpopulacji limfocytow T CD8* w grasicy i $ledzionie. Stwierdzono u nich rowniez
wyzszy odsetek limfocytow T podwdjnie pozytywnych (CD4"CD8") w blonie $luzowej
jelita biodrowego oraz torbie Fabrycjusza i istotnie wyzszy odsetek limfocytow B w
btonie §luzowe;j jelita biodrowego. Kurczeta, ktore otrzymywaly badany preparat miaty
istotnie wyzsze miano przeciwciat poszczepiennych przeciwko IBV w porownaniu do
ptakow kontrolnych. Immunomodulujace dziatanie tego preparatu stwierdzono takze u
indykéw, u ktorych wykazano istotnie wyzszy, w poroéwnaniu z grupa kontrolna,
odsetek limfocytow T CD4" w grasicy i w $ledzionie, wyzszy odsetek limfocytow T
CD8" we krwi oraz migdalkach jelit $lepych, a takze wyzszy odsetek komorek
CD4*CD8" w grasicy oraz blonie S$luzowej jelita biodrowego. Nie stwierdzono
natomiast roznic Statystycznych w odsetkach limfocytow B IgM*™ we krwi i w

pobranych narzadach u tych ptakéw. Uzyskane wyniki wykazaty immunostymulujace
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dziatanie badanego preparatu, co moze znalez¢ zastosowanie praktyczne W
wielkotowarowej produkcji tych ptakéw. Wyniki tych badan opublikowano w pracy
4.3.2.1-1. Dzicki dalszej wspolpracy i prowadzonym doswiadczeniom udato si¢
udoskonali¢ sktad badanego preparatu i metody ekstrakcji fitoncydow z zidt. Preparat
ten poza oddzialywaniem immunostymulujgcym posiada takze dobre dziatanie przeciw
bakteriom z rodziny Enterobacteriaceae. Dzigki tym wlasciwo$ciom, ktore
potwierdzono licznymi badaniami, produkty AdiSalmoS°- PF i adiCox®°" PF posiadaja
znak ,,Produkt popierany przez PTNW” na lata 2020-2023.

Nastgpnie podjeto badania zmierzajace do oceny wplywu immunomodulatorow
pochodzenia naturalnego, tym razem na przebieg kliniczny zakazenia got¢bi PPMV-1.
Celem pierwszego doswiadczenia bylo okreslenie wplywu roznych dawek wyciggow z
aloesu 1 z lukrecji na przebieg zakazenia PPMV-1 u golebi. Golgbie otrzymywaty per
0S, przez 7 dni po zakazeniu eksperymentalnym PPMV-1, wyciag z aloesu lub lukrecji
w dawkach 300 lub 500 mg/kg m.c. W wybranych dniach po zakazeniu od ptakow
pobierano wymazy z kloaki oraz probki mézgu, nerek, watroby i trzustki, w ktorych
dokonywano ilo$ciowego oznaczenia kopii RNA PPMV-1 metodg TagMan qPCR.
Wyniki badan potwierdzity hamujace wlasciwosci wyciaggow z lukrecji 1 aloesu na
replikacje PPMV-1. Najsilniejsze wtasciwosci hamujace replikacje PPMV-1 wykazywat
aloes podawany w dawce 300 mg/kg m.c (praca 4.3.2.1-2). Nastepnie zbadano wplyw
wyciagdow z aloesu i z lukrecji na wybrane mechanizmy odpowiedzi komodrkowej 1
humoralnej u gotegbi zakazanych PPMV-1. U klinicznie zdrowych gotebi otrzymujacych
wyciagi z obu ziot w dawce 300 mg/kg m.c. wystepowal wzrost ekspresji gendéw
kodujacych receptory CD4 1 CD8. Zanotowano rowniez spadek ekspresji tych genow u
ptakow otrzymujacych wyciag z aloesu w dawce 500 mg/kg mc. Z kolei u golebi
zakazanych eksperymentalnie PPMV-1 i otrzymujacych ekstrakt z aloesu w obu
dawkach wykazano wzrost ekspresji genu kodujgcego receptor CD4. Ekspresja genu
kodujacego receptor powierzchniowy CD3 wykazywata dynamike zblizong do ekspresji
genu kodujacego receptor CD4 i CDS8. Ponadto stwierdzono wzrost ekspresji genu
kodujacego IFN-y u golebi ze wszystkich grup poddanych immunomodulacji. Nie
stwierdzono réznic w ksztaltowaniu si¢ odsetka limfocytow B IgM* pomigdzy
badanymi grupami golebi. Wyniki tych badan opublikowano w pracy 4.3.2.1-3. W
Swietle uzyskanych wynikow wykazano potencjalng mozliwo$¢ zastosowania

wyciagdw z badanych roslin jako dodatkéw paszowych dla gotgbi stosowanych
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zarowno w profilaktyce choréb wirusowych, w celu nieswoistego podniesienia

odpornos$ci ptakéw oraz wspomagajaco w trakcie leczenia chordb wirusowych golebi.

4.3.2.1-1. Koncicki A., Smiatek M., Tykatowski B., Pestka D., Stenzel T. The influence
of phytoncides on the immune system of broiler chickens and turkeys. Central European
Journal of Immunology, 2015, 40 (3), 287-291.

(MNiISW/MEIN=15; 1F=0,309)

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na: opracowaniu koncepcji doswiadczenia,
pobraniu materiatu do badania cytometrycznego, wykonaniu oznaczen metodg
cytometrii przepltywowej, interpretacji uzyskanych wynikow i sformutowanie wnioskow.
Swoj udziat procentowy szacuje na 25%.

4.3.2.1-2. Dziewulska D., Stenzel T., Smiatek M., Tykatowski B., Koncicki A. An
evaluation of the impact of aloe vera and licorice extracts on the course of experimental
pigeon paramyxovirus type 1 infection in pigeons. Poultry Science, 2018, 97 (2), 470—
476.

(MNiISW/MEIN=40; 1F=2,027)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na pomocy w obstudze ptakow
doswiadczalnych i w pobraniu materiatu do badan. Swoj udzial procentowy szacuje na
5%.

4.3.2.1-3. Dziewulska D., Stenzel T., Smiatek M., Tykatowski B., Koncicki A. The
impact of Aloe vera and licorice extracts on selected mechanisms of humoral and cell-
mediated immunity in pigeons experimentally infected with PPMV-1. BMC Veterinary
Research, 2018, 14, 148.

(MNiISW/MEIN=40; 1F=1,792)

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na pobraniu materiatu do badan, analizie

uzyskanych wynikow i wyciggnieciu wnioskow. Swoj udziat procentowy szacuje na 10%.

1. Badania nad wplywem czynnikow zywieniowych na uklad immunologiczny

i status antyoksydacyjny u indykow

Badania mozliwo$ci wykorzystania metioniny jako zywieniowego czynnika
ksztaltujacego potencjal antyoksydacyjny 1 stymulujacego funkcje systemu
immunologicznego indykow byly realizowane w ramach projektu badawczego
2013/11/B/NZ9/02496, ktérego bytem wykonawca. Celem przeprowadzonych badan
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byto zwerytikowanie zalozenia, ze poprzez zwigkszenie zawartosci metioniny w diecie
indykéw rzeznych mozna, obok mozliwego pozytywnego wplywu na wskazniki
produkcyjne, poprawi¢ sprawno$§¢ mechanizmoéw obronnych. Wykonano dwa
doswiadczenia, w ktorych okreslono wpltyw réznych pozioméw metioniny w
mieszankach paszowych na spozycie 1 zuzycie paszy, przyrosty masy ciata, koncowsg
mase¢ ciata, wskaznik $miertelnoéci, wybrane wskazniki biochemiczne (TP, ALB,
GLOB, GLU, ALT, AST, ALP, CALC, PHOS) we Kkrwi, oraz parametry
immunologiczne (odsetek subpopulacji limfocytow T CD4", CD8", CD4'CD8" i
limfocytow B IgM™) we krwi i centralnych (torba Fabrycjusza i grasica) oraz
obwodowych ($ledziona i migdatki jelit slepych) narzadach uktadu immunologicznego.
Ponadto, oznaczono catkowita koncentracj¢ immunoglobulin klasy IgM i IgY w
surowicy oraz miano przeciwcial poszczepiennych przeciwko Ornithobacterium
rhinotracheale (ORT). Zbadano takze wptyw niskiego, $redniego i wysokiego poziomu
metioniny w paszach na potencjat antyoksydacyjny w wybranych tkankach oraz warto$¢
rzezng indyczek dos§wiadczalnych.

W doswiadczeniu I material badawczy stanowito 357, 1-dniowych indyczek, ktore
podzielono na trzy grupy doswiadczalne w siedmiu powtorzeniach kazda. W okresie
odchowu indyczki otrzymywaly pasze typu starter (1-28 dzien) i grower | (29-56 dzien)
0 zrdznicowane] zawarto$ci metioniny. Pasze o niskiej zawartosci tego aminokwasu
zawieraty 0,45 % (starter) 1 0,40 % grower. Pasze o $redniej zawarto$ci zawieraly
odpowiednio 0,60 % (starter) i 0,51 % (grower) metioniny. Pasze o wysokiej zawartosci
tego aminokwasu zawieraty 0,71 % (starter) 1 0,57 % (grower). W 17. 1 48. dniu zycia
potowe indyczek z kazdej grupy zaszczepiono przeciwko ORT szczepionka
inaktywowang ORNITIN (ABIC) z adiuwantem olejowym metoda iniekcji podskorne;.
W 28. 1 56. dniu zycia pobierano krew (przyzyciowo) i narzady (poubojowo) od
siedmiu szczepionych 1 siedmiu nieszczepionych indyczek z grupy do badan
laboratoryjnych. Natomiast doswiadczenie 11 wykonano na 490, 8-tygodniowych
indyczkach rzeznych podzielonych na pi¢¢ grup w siedmiu powtorzeniach kazda. Ptaki
odchowywano od 57. do 112. dnia Zzycia. W okresie odchowu indyczki otrzymywaty
pasze typu grower Il (57-84 dzien) i finisher (85-112 dzien) o zréznicowanej zawarto$ci
metioniny - od 0,34 % - 0,58 % w mieszance grower Il do 0,29 % - 0,47 % w paszy
typu finisher. W 112. dniu od o$miu indyczek z kazdej grupy pobrano krew
(przyzyciowo) i narzady (poubojowo) do badan laboratoryjnych. Tuszki indyczek

poddano takze analizie wydajnosci rzeznej. Wyniki badan wskazuja, ze zmniejszenie
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zawarto$ci metioniny w mieszankach paszowych dla indykéw ponizej zalecen NRC
powoduje istotne zmniejszenie koncowej masy ciala indyczek, natomiast wyzsze
poziomy tego aminokwasu nie zawsze poprawiaja wyniki odchowu. Zrdéznicowany
poziom metioniny w paszach nie wplywa takze istotnie na warto$¢ badanych
wskaznikow biochemicznych i serologicznych u 28-dniowych indyczek. Nie
stwierdzono istotnego wplywu zréznicowanych poziomoéw metioniny w paszy na
odsetek subpopulacji badanych limfocytow we krwi obwodowej. Natomiast wysoki
poziom metioniny w diecie powodowat istotny spadek odsetka subpopulacji limfocytow
T CDA4" i wzrost odsetka subpopulacji komorek B IgM* w $ledzionie u 28-dniowych
ptakéw. Z kolei w 56-dniu zycia u indyczek otrzymujacych pasze ze Srednig i wysoka
zawarto$cig metioniny wykazano statystycznie istotnie wyzsze miano przeciwciat
poszczepiennych przeciwko ORT, ale istotnie nizszy odsetek subpopulacji limfocytow
B we krwi niz indyczki zywione dieta o niskiej zawartosci tego aminokwasu. Wysoka
zawarto$¢ metioniny w paszach powodowala takze spadek odsetka limfocytow T CD4*
i wzrost odsetka komorek T CD8" w $ledzionie u 56-dniowych indyczek. Zwigkszenie
poziomow metioniny w paszach powodowalo takze wzrost odsetka subpopulacji
limfocytow T CD8" w migdatkach jelit $lepych i spadek odsetka limfocytéw B IgM*,
przy wzro$cie odsetka komorek CD4" w torbie Fabrycjusza. W grasicy u 56-dniowych
indyczek zywionych paszami z wysoka zawarto$cig metioniny zaobserwowano istotny
wzrost odsetka limfocytow T CD4*. Zwigkszony poziom metioniny wptywal korzystnie
na status antyoksydacyjny krwi i watroby nie wpltywajac na umigénienie indyczych
tuszek. Wyniki opisanych badan opublikowano w pracach 4.3.2.11-1 i 4.3.2.11-2. Byly
one takze przedmiotem rozprawy doktorskiej pt. ,,Reakcja indykoéw na zréznicowang
zawarto$¢ metioniny w paszy” Pani dr inz. Magdaleny Kubinskiej, w ktorej bylem
promotorem pomocniczym. Obrona pracy doktorskiej odbyta si¢ 13.10.2017 roku na
Wydziale Bioinzynierii Zwierzat UWM w Olsztynie.

Badalem takze wptyw zrdznicowanego poziomu metioniny (suplementowanej w
dwoch réznych formach) w mieszankach paszowych dla indykéw na wybrane
wskazniki biochemiczne (GLU, TP, TAG, TC, ALB, UA, ALT, AST, ALP, CK, LDH)
i status antyoksydacyjny (CAT, GPx, SOD, LOOH, MDA, FRAP, GSH+GSSG, VIT
C) w przebiegu zakazenia wirusem krwotocznego zapalenia jelit (HEV). Indyki z grup
DLML i DLMy otrzymywaly mieszanki paszowe zawierajagce DL-metioning (DLM) w
dawce zalecanej przez NRC (grupa DLML) i w dawce 0 40 % wyzszej (grupa DLMR). Z

kolei ptaki z grup MHAL I MHAR otrzymywaly mieszanki paszowe zawierajace sol
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wapniowg hydroksyanalogu metioniny (MHA) w dawce zalecanej przez NRC w grupie
MHAL i w dawce 0 40 % wyzszej (grupa MHAH). Do$wiadczenie byto podzielone na
dwa okresy zywieniowe od 1. do 4. tyg. i od 5. do 8. tyg. zycia. W 42. dniu zycia
potowe indykéw z kazdej grupy zakazono krajowym izolatem HEV i utrzymywano do
konca do$wiadczenia w izolowanych boksach klasy biobezpieczenstwa BSL-3. W 47
dniu zycia, od 7 ptakéw z kazdej grupy pobierano krew a nastepnie te ptaki poddano
humanitarnej eutanazji w aparacie UNO Euthanasia Unit (UNOBV, Holandia) i
pobierano wycinki watroby i jelita czczego do analiz laboratoryjnych. Zawartosé
metioniny w diecie 40 % powyzej poziomu zalecanego przez NRC nasilata
peroksydacje¢ lipidow w jelicie cienkim, prowadzac do wzrostu poziomu dialdehydu
malonowego (MDA) i nadtlenku lipidow (LOOH), ale takze stymulowata mechanizmy
antyoksydacyjne we krwi i watrobie indykow zakazonych HEV. W poréwnaniu z DLM,
MHA przyczynit si¢ bardziej do wzrostu warto$ci wskaznikow stresu oksydacyjnego. U
indykow zakazonych HEV dieta o zwigkszonej zawarto$ci metioniny nie wywierata
wyraznego dzialania przeciwutleniajgcego, ktére odnotowano u niezakazonych ptakow.
DL-metionina miala Kkorzystniejszy wplyw na analizowane parametry statusu
antyoksydacyjnego w $cianie jelita cienkiego, krwi 1 watrobie indykéw w poréwnaniu
do MHA. Wyniki tych badan opisano w pracy 4.3.2.11-3.

Bratem takze udziat jako wykonawca w realizacji projektu badawczego nr UMO-
2017/27/B/NZ9/01007 pt. ,,Antyoksydacyjne i immunostymulujace oddziatywanie
zroznicowanych pozioméw i wzajemnego stosunku lizyny, argininy i metioniny w
mieszankach dla indykow rzeznych”. Za catoksztalt zrealizowanych i opublikowanych
badan otrzymatem wraz z pozostalymi cztonkami zespolu I Nagrode Komitetu Nauk
Zootechnicznych i Akwakultury Polskiej Akademii Nauk w 2022 roku.

W doswiadczeniu zalozono, ze odpowiedni stosunek argininy (Arg) do lizyny
(Lys) w diecie moze poprawi¢ status immunologiczny i wydajnos¢ produkcyjng
indykéw zdrowych oraz zakazonych Clostridium perfringens. Celem tych badan byta
ocena wplywu dwoch pozioméw suplementacji Arg (95 % lub 105 %) w stosunku do
Lys, w paszach dla indykéw o zawartosci Lys zgodnej z zaleceniami NRC lub 0 10 %
wyzszej, na status immunologiczny ptakdéw oraz wskazniki uszkodzen bialek i DNA
spowodowanych utlenianiem, nitrowaniem lub zmianami epigenetycznymi. Kolejnym
celem byto okreslenie, jaki stosunek Arg:Lys w diecie stymuluje odpowiedz
immunologiczng indykow szczepionych przeciwko ORT. Pierwszy eksperyment
przeprowadzono na 576 indykach losowo przydzielonych do czterech grup
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zywieniowych z dwoma poziomami Lys (niski — zgodny z zaleceniami NRC lub
wysoki - NRC + 10 %) i dwoma poziomami Arg (95 % lub 105 %) w stosunku do
zawartosci Lys w paszy). Mieszanki paszowe z wyzszym poziomem Lys (NRC + 10 %)
nie miaty wptywu na odsetek limfocytow CD4" i CD8*, ale przyczynity sie do wzrostu
odsetka komorek B IgM* w §ledzionie oraz do obnizenia poziomow biatka C-
reaktywnego (CRP), biatek karbonylowanych (PC), 8-hydroksy-2-deoksyguanozyny (8-
OHdG) i kaspazy-3 (Casp 3) w Scianie jelita cienkiego oraz obnizenia poziomu 3-
nitrotyrozyny (3-NT) w osoczu u 16-tygodniowych ptakow. W poréwnaniu z nizszym
poziomem Arg (95 % Lys), wyzszy wskaznik suplementacji Arg (105 % Lys)
doprowadzil do wzrostu odsetka komorek B IgM™ w §ledzionie i spadku poziomdw 3-
NT w $cianie jelita cienkiego i osoczu krwi indykow. Poziom 8-OHAG zmnigjszyt si¢ w
osoczu krwi i §cianie jelita cienkiego 9-tygodniowych indykéw karmionych dieta o
wyzszej zawartosci Arg (105 % Lys). Wyzszy poziom suplementacji Arg (105 % Lys)
zwiekszyl metylacj¢ DNA w $cianie jelita cienkiego, ale nie w osoczu krwi indykéw w
wieku 9 i 16 tygodni. Mieszanki paszowe o wyzszym poziomie Lys (NRC + 10 %) nie
miaty wptywu na ekspresje genu kodujacego IgA w watrobie u szczepionych przeciwko
ORT indykow. Wyzszy poziom Lys (NRC + 10 %) nie mial wptywu na miano
przeciwcial poszczepiennych przeciwko ORT w surowicy krwi u 16-tygodniowych
indykow. Zarowno niski (95 % Lys), jak i wysoki (105 % Lys) poziom Arg nie wptywat
na ekspresje genu kodujacego IgA w watrobie oraz na miano przeciwciat przeciwko
ORT w surowicy u indykow. Stwierdzono, ze zawarto$¢ Lys w diecie indykow powinna
by¢ o 10 % wyzsza niz zalecana przez NRC 1 polaczona z wyzszym poziomem Arg
(105 % Lys). Chociaz powyzszy stosunek Arg:Lys nie poprawil wydajnosci wzrostu
ptakéw, stymulowat ich uktad odporno$ciowy i zmniejszal nitracje biatek, a takze
utlenianie bialek i DNA (praca 4.3.2.11-4). W drugim eksperymencie, badania
przeprowadzono na 192 indykach podzielonych na 6 grup po 8 powtoérzen kazda. Ptaki
w grupach T1 i T2 otrzymywaty mieszanki paszowe o niskiej lub wysokiej koncentracji
badanych aminokwasow. Mieszanki o niskiej zawartosci Arg Lys i Met zawieraly
odpowiednio 16 g Lys na kg paszy, 90 % Arg w stosunku do zawartosci Lys 1 30 % Met
w stosunku do zawartosci Lys, zgodnie z wytycznymi NRC. Mieszanki o wysokiej
zawartosci Arg, Lys 1 Met zawieraly odpowiednio 18 g Lys na kg paszy, 110 % Arg w
stosunku do zawartosci Lys i 45 % Met w stosunku do zawartosci Lys. Indyki z grup T3
i T4 byty karmione paszami odpowiednio jak ptaki z grup T1i T2, ale w 25., 26. 1 27.
dniu zycia zostaty zakazone per 0s laseczka C. perfringens typu A. Indyki z grup T5 i
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T6 byly karmione paszami odpowiednio jak ptaki z grup T1 1 T2, ale w 25., 26. i 27.
dniu zycia podano im dootrzewnowo lipopolisacharyd (LPS) wyizolowany z E. coli w
dawce 250 pug/kg m.c. W 28. dniu zycia od indykéw pobrano krew (przyzyciowo) i
narzady (Sledziona, wycinek jelita czczego i watrobe) do badan cytometrycznych,
serologicznych i molekularnych. U 28-dniowych indykéw wykonano tez test
integralnos$ci jelit. Badane w tym kierunku ptaki otrzymaty per os dekstran
fluoresceino-5-izotiocyjanianu (FITC-d) w dawce 4,17 pg/kg m.c. za pomocg sondy do
wola. Po 210 minutach od podania FITC-d od indykoéw pobierano krew do dalszych
badan. Poziom suplementacji badanych aminokwasow nie miat istotnego wptywu na
odsetek subpopulacji analizowanych limfocytéw. Z kolei odsetek subpopulacji komorek
CD4"CD8a" w $ledzionie indykoéw byt istotnie wyzszy u ptakow zakazonych C.
perfringens niz u ptakow, ktorym podawano LPS. Odsetek subpopulacji limfocytow B
IgM* byt istotnie wyzszy u indykéw otrzymujacych LPS niz u zakazonych C.
perfringens. Analiza wskaznikow immunologicznych w 0soczu krwi indykow
wykazata, ze koncentracja badanych aminokwasow w paszach istotnie wptyn¢ta na
poziom immunoglobuliny IgA. Niska zawarto$¢ Arg, Lys i Met zwigkszata poziom IgA.
Nie stwierdzono roznic istotnych statystycznie w poziomach IgY, IgM, IL-2 oraz IL-6
w osoczu pod wpltywem zmiany koncentracji badanych aminokwaso6w w mieszankach
paszowych. U indykow zakazonych C. perfringens stwierdzono istotny wzrost poziomu
IgA i IL-6 w $cianie jelita czczego, przy czym wzrost ten byl wyzszy u ptakow
otrzymujacych pasze z wysoka koncentracja badanych aminokwaséw. Zaréwno
wysoka, jak i niska koncentracja Arg, Lys i Met w paszach nie wptyneta istotnie na
wyniki badania integralnosci jelit, czyli na stezenie FITC-d w surowicy indykow.
Jednak stezenia FITC-d byly znaczaco wyzsze w surowicy u ptakéw zakazonych C.
perfringens niz u ptakéw niezakazonych. Podawanie indykom dootrzewnowo LPS nie
wplyneto istotnie na wyniki testu integralnosci jelit. Wyzsza koncentracja badanych
aminokwasow istotnie zwigkszata mase ciata indykéw doswiadczalnych zaréwno
mierzong w 25. jak i 28. dniu zycia oraz poprawiala tempo przyrostow (praca 4.3.2.11-
5).

4.3.2.11-1. Kubinska M., Tykatowski B., Jankowski J., Koncicki A. Immunological and
biochemical indicators in turkeys fed diets with a different methionine content. Polish
Journal of Veterinary Sciences, 2014, 17(4), 687—695.

(MNiISW/MEIN=20; IF=0,604)
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Moj wkitad w powstanie tej pracy polegal na: opracowaniu koncepcji doswiadczenia,
pobraniu materiatu do badan, wykonaniu oznaczen metodq cytometrii przeplywowej,
interpretacji uzyskanych wynikow i sformutowanie wnioskéw, przygotowaniu korcowej
wersji manuskryptu. Swdj udziat procentowy szacuje na 35%.

4.3.2.11-2. Kubinska M., Tykatowski B., Koncicki A., Jankowski J. Biochemical and
immunological responses of young turkeys to vaccination against Ornithobacterium
rhinotracheale and different levels of dietary methionine. Polish Journal of Veterinary
Sciences, 2015, 18 (4), 807-816.

(MNiISW/MEIN=20; 1F=0,719)

Moj wkitad w powstanie tej pracy polegal na: opracowaniu koncepcji doswiadczenia,
szczepieniu indykow przeciwko ORT, pobraniu materiatu do badan, wykonaniu
oznaczen metodq cytometrii przeplywowej | ELISA, interpretacji uzyskanych wynikow i
sformutowanie wnioskow, przygotowaniu koncowej wersji manuskryptu. Swoj udziat
procentowy szacuje na 35%.

4.3.2.11-3. Jankowski J., Tykalowski B", Ognik K., Koncicki A., Kubinska M.,
Zdunczyk Z. The effect of different dietary levels of DL-methionine and DL-hydroxy
analogue on the antioxidant status of young turkeys infected with the haemorrhagic
enteritis virus. BMC Veterinary Research, 2018, 14, 404.

(MNiISW/MEIN=40; 1F=1,792)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na: opracowaniu koncepcji doswiadczenia,
zakazaniu indykow doswiadczalnych, pobraniu materiatu do badan, wykonaniu
oznaczen laboratoryjnych, interpretacji uzyskanych wynikow i sformulowanie
Wnioskow, przygotowaniu i wystaniu koncowej wersji manuskryptu. Swoj udzial
procentowy szacuje na 45%.

*autor korespondencyjny

4.3.2.11-4. Ognik K., Mikulski D., Konieczka P., Tykatowski B., Krauze M.,
Stepniowska A., Nynca A., Jankowski J. The immune status, oxidative and epigenetic
changes in tissues of turkeys fed diets with different ratios of arginine and lysine.
Scientific Reports, 2021, 11(1):15975.

(MNiISW/MEIN=140; 1F=4,997)

MOoj wktad w powstanie tej pracy polegat na: pobraniu materiatu do badan, pomocy w
wykonaniu  oznaczen  laboratoryjnych, interpretacji  uzyskanych — wynikow i

sformutowanie wnioskow, przygotowaniu i korekcie koncowej wersji manuskryptu oraz

69



Autoreferat: Barttomiej Tykatowski

pomocy W przygotowaniu odpowiedzi na recenzje. Swoj udziat procentowy szacuje na
15%.

4.3.2.11-5. Konieczka P., Tykatowski B., Ognik K., Kinsner M., Szkopek D., Wojcik M.,
Mikulski D., Jankowski J. Increased arginine, lysine, and methionine levels can improve
the performance, gut integrity and immune status of turkeys but the effect is interactive
and depends on challenge conditions. \eterinary Research, 2022, 53(1):59.
(MNiISW/MEIN=200; IF=3,829)

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na: pobraniu materiatu do badan, wykonaniu
oznaczen cytometrycznych, interpretacji uzyskanych wynikow i sformutowanie
wnioskow, przygotowaniu rycin i korekcie koncowej wersji manuskryptu oraz pomocy w

przygotowaniu odpowiedzi na recenzje. Swoj udziat procentowy szacuje na 20%.

I11. Badania nad wplywem antybiotykéw i Kkokcydiostatykéw na uklad
immunologiczny ptakow

W przebiegu chordob wywotanych immunosupresyjnymi wirusami, W warunkach
chowu wielkotowarowego czesto dochodzi do wtornych infekeji bakteryjnych.
Woéwcezas konieczne staje si¢ podanie chorym ptakom antybiotykow, badz
chemioterapeutykow  przeciwbakteryjnych. Cz¢s¢ z  tych  substancji  poza
oddziatywaniem bakteriobdjczym lub bakteriostatycznym wykazuje wlasciwosci
immunosupresyjne i przeciwzapalne.

W jednym z pierwszych doswiadczen po obronie pracy doktorskiej badatem
wplyw oksytetracykliny na wybrane wskazniki immunologiczne u indykow.
Tetracykliny sa powszechnie stosowane w leczeniu drobiu ze wzgledu na szerokie
spektrum dziatania. Efektem ubocznym podawania tetracyklin jest immunosupresja, co
u drobiu bylo potwierdzone metodami in vitro. Wobec tego przeprowadzono badania
wlasne na 5-tygodniowych indykach rzeznych celem, ktorych byto okreslenie wpltywu
oksytetracykliny na wybrane wskazniki immunologiczne z zastosowaniem cytometrii
przeptywowej. Indyki z grupy badanej otrzymywaty przez 5 dni oksytetracykling w
dawce 0,5 g substancji aktywnej na 1 litr wody do picia. Badania wykazaly, ze podanie
tego antybiotyku spowodowalo istotne obnizenie odsetka subpopulacji limfocytow T
CD3*CD8" we krwi oraz w $ledzionie w poréwnaniu do indykéw grupy kontrolnej.
Zaobserwowano takze spadek odsetka limfocytéw B IgM™ we krwi. Wyniki pozwolity

potwierdzi¢, ze stosowanie oksytetracykliny w dawce leczniczej ma istotny wpltyw na
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odsetek badanych subpopulacji limfocytow T i B, co wskazuje na jej immunosupresyjne
dziatanie u indykow (praca 4.3.2.111-1).

Bratem takze udziat w badaniach wplywu wczesnego podawania antybiotykow
lub probiotyku na wybrane wskazniki immunologiczne u kurczat brojlerow.
Do$wiadczenie przeprowadzono na 90, 1-dniowych kogutkach brojlerach. Ptaki byty
podzielone na trzy grupy. Kurczeta kontrolne nie otrzymywata zadnych dodatkow do
wody pitnej. Grupa GP otrzymywata od 1. do 5. dnia probiotyk zawierajacy
Enterococcus faecium i Bacillus amyloliquefaciens a ptaki z grupy GA otrzymaty w tym
czasie 10 % roztwor enrofloksacyny w dawce 0,5 ml/litr wody do picia. Podawanie
enrofloksacyny lub probiotyku kurczgtom w pierwszych dniach zycia wywiera wyrazny
wpltyw immunomodulujagcy na humoralne i komoérkowe mechanizmy obronne. W
$ledzionie 6-dniowych kurczat z grup otrzymujacych probiotyk lub antybiotyk odsetek
limfocytow T CD3"CD4" byt istotnie nizszy, ale odsetek komérek B Bu-1* byt istotnie
wyzszy niz u kurczat z grupy kontrolnej. Nie stwierdzono natomiast istotnych réznic w
odsetku badanych limfocytow T i B w $ledzionie i krwi u 35-dniowych kurczat. W
wieku 35 dni poziomy ceruloplazminy (Cp) i CRP w osoczu kurczat z grupy GA byty
statystycznie istotnie nizsze niz w grupie kontrolnej. Poziom IgY w osoczu kurczat z
grupy GA byt istotnie nizszy zaréwno w 6. jak i 35. dniu zycia niz w grupie GC, w
porownaniu z grupg kontrolng. Kurczeta, ktore otrzymaty enrofloksacyne, miaty istotnie
wyzszy poziom IL-2 w osoczu w 6. 1 35. dniu Zycia w poréwnaniu do ptakow z grupy
kontrolnej. Poziom IL-6 w 0soczu 6-dniowych kurczat z grupy otrzymujacej probiotyk
byt istotnie nizszy niz w grupie kontrolnej. Wczesne podawanie enrofloksacyny moze
stwarza¢ ryzyko supresji mechanizmow obronnych u bardzo mlodych kurczat, na co
wskazuje znaczny spadek catkowitego stezenia IgY w osoczu kurczat oraz hamowanie

proliferacji limfocytow T CD4". Wyniki tych badan opublikowano w pracy 4.3.2.111-2.

Aktualnie prowadze badania w ramach projektu nr 2020/39/B/NZ9/00765 pt.
,OdpowiedZz ukladu immunologicznego i1 systemu oksydo-redukcyjnego indykow
zywionych dietami z lub bez dodatku kocydiostatyku na wczesne podanie
antybiotykow”. W  pierwszym doswiadczeniu zalozono, ze wczesne podawanie
enrofloksacyny (grupy E+ i E-) lub doksycykliny (grupy D+ i D-) lub zZywienie ptakow
paszami zawierajgcymi antybiotyk jonoforowy — monenzyne (grupy M+ i M-) moze
uposledza¢ funkcje immunologiczne 1 zmienia¢ morfologie narzadéw uktadu

odporno$ciowego u indykow. Badania przeprowadzono na 3080, 1-dniowych indykach
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rzeznych podzielonych na osiem grup w siedmiu powtdrzeniach kazda. Ptaki z grup C+,
M+, E+ i D+ zaszczepiono w trakcie odchowu przeciwko TRT, ND i ORT, natomiast
indyki z grup C-, M-, E- i D- nie byty szczepione. Ptaki z grup M+ i M- byly zywione
paszami zawierajgcymi monenzyne w dawce 90 mg/kg. Indyki z grup E+ i E-
otrzymywaty enrofloksacyne w dawce 10 mg/kg m.c. dodawang do wody pitnej przez
pierwsze 5 dni zycia, a z grup D+ i D- otrzymywaly ta samg droga doksycykling w
dawce 50 mg/kg m.c. Indyki z grup kontrolnych C+ i C- nie otrzymywaty antybiotykow
ani kokcydiostatyku. W 7. i 56. dniu zycia pobrano krew (przyzyciowo) od 7 ptakow z
kazdej grupy a po uboju Sledziong, grasic¢ i torbe Fabrycjusza. Narzady wazono i
wyliczano indeks §ledziony i torby Fabrycjusza. Wycinki $ledziony, grasicy i torby
Fabrycjusza zostaty utrwalone w 5 % zbuforowanym roztworze formaliny i przekazane
do badania histologicznego. W osoczu krwi badano zawartos¢ amyloidu A, CRP, Cp,
jadrowego czynnika kappa B (NF-kB), immunoglobuliny IgA, rozpuszczalnej formy
receptora Toll-like 4 (STLR-4). Stwierdzono, ze zastosowane w do$wiadczeniu
antybiotyki nie wptywaja istotnie na indeks $ledziony i torby Fabrycjusza u 7- i 56-
dniowych indykéw. Monenzyna dodana do paszy wywotata istotny wzrost poziomu
amyloidu A w osoczu krwi u 7-dniowych indykéw w poroéwnaniu do grupy kontrolnej.
Wczesne podanie doksycykliny 1 enrofloksacyny wywotato istotny spadku poziomu
STLR-4 w osoczu krwi u 7-dniowych indykoéw. U 56-dniowych ptakéw poziom CRP,
TLR-4 i NF-kB w osoczu krwi byl istotnie nizszy w grupach, ktorym podawano
doksycykliny i enrofloksacyng. Antybiotyki podawane szczepionym indykom
hamowatly wydzielanie czynnikow regulujacych stan zapalny (sTLR-4 i NF-kB), co
znalazto odzwierciedlenie w nizszych poziomach biatek ostrej fazy (CRP 1 Cp) w
osoczu. Najprawdopodobniej antybiotyki wywieralty hamujacy wptyw na mikrobiom
jelitowy pisklat. Badanie histopatologiczne narzadow wykazato zwyrodnienie
thuszczowe 1 przekrwienie, ktore nasilaly si¢ z czasem we wszystkich grupach
eksperymentalnych, co moze by¢ zwigzane z dietg stosowang w intensywnej hodowli
indykéw. Niemniej jednak, intensywno$¢ obserwowanych zmian byla wyzsza u
indykéw, ktore otrzymywaty antybiotyki we wczesnym okresie zycia lub byty karmione
pasza zawierajaca kokcydiostatyk. Monenzyna wywierata najbardziej negatywny

wplyw na morfologi¢ badanych narzadow (praca 4.3.2.111-3).
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4.3.2.111-1. Tykatowski B., Stenzel T., Smiatek M., Pestka D., Choszcz D., Koncicki A.
Influence of the oral administration of oxytetracycline on selected parameters of
cellular immunity in turkeys. Medycyna Weterynaryjna, 2013, 69 (7), 432-435.
(MNiISW/MEIN=15; 1F=0,196)

Moj wkitad w powstanie tej pracy polegal na: opracowaniu koncepcji doswiadczenia,
pobraniu materiatu do badan, wykonaniu oznaczen laboratoryjnych, interpretacji
uzyskanych wynikow i sformutowanie wnioskow, przygotowaniu i wystaniu koncowej
wersji manuskryptu. Swoj udzial procentowy szacuje na 15%.

4.3.2.111-2. Jankowski J., Tykatowski B., Stepniowska A., Konieczka P., Koncicki A.,
Matusevicius P., Ognik K Immune Parameters in Chickens Treated with Antibiotics and
Probiotics during Early Life. Animals, 2022, 12 (22), 1133.

(MNiISW/MEIN=100; IF=3,231)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na: pobraniu materiatu do badan, wykonaniu
oznaczen laboratoryjnych, interpretacji uzyskanych wynikéw i sformutowanie
wnioskow, korekcie koncowej wersji manuskryptu. Swoj udzial procentowy szacuje na
25%.

4.3.2.111-3. Smagiel R., Ognik K., Cholewinska E., Stepniewska A., Listos P.,
Tykatowski B., Mikulski D., Koncicki A., Jankowski J. The effect of early
administration of antibiotics or feeding diet containing a coccidiostat on inflammatory
responses and the morphological structure of selected organs of the immune system in
young meat-type turkeys. Poultry Science, 2023, 102:102876.

(MNiISW/MEIN=140; IF=4,014)

MOoj wktad w powstanie tej pracy polegal na: pobraniu materiatu do badan, pomocy w
wykonaniu  oznaczen  laboratoryjnych, interpretacji  uzyskanych — wynikow i
sformutowanie wnioskow, korekcie koncowej wersji manuskryptu. Swoj udzial

procentowy szacuje na 15%.

I\VV.  Badania nad patologia i lokalnymi mechanizmami obronnymi w ukladzie
oddechowym u drobiu
Choroby ukladu oddechowego stanowig istotny problem w patologii drobiu.
Specyficzna budowa anatomiczna tego uktadu sprzyja wielu chorobom zakaznym. Nie
bez znaczenia jest tez inna niz u ssakéw charakterystyka lokalnej odpornosci bton
sluzowych. Przed rozpoczeciem badan zapoznatem si¢ szczegdélowo z pismiennictwem

z tego obszaru wiedzy, efektem czego byt wspotudziat w publikacjach poswieconych
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zagadnieniom lokalnej odpornosci bton Sluzowych u drobiu (praca 4.3.2.1V-1), a takze
immunologii, patogenezy i profilaktyki zakazen metapneumowirusami ptakow (aMPV)
wywolujacymi zakazne zapalenie nosa i tchawicy (TRT) u indykow (praca 4.3.2.1V-2)
oraz zakaznego zapalenia krtani i tchawicy u kur (praca 4.3.2.1V-3).

Bralem takze udzial w badaniach ksztattowania si¢ odporno$ci poszczepiennej
przeciwko TRT u indykéw. Byly one realizowane w ramach dwoéch projektow
badawczych finansowanych przez NCN pt. ,,Odporno$¢ swoista i nieswoista blon
Sluzowych gérnych drog oddechowych oraz wplyw odpornosci naturalnej biernej na
rozwo0j rezystencji poszczepiennej u pisklat indyczych uodpornianych przeciwko TRT”
i ,,Ocena efektywnosci programow profilaktyki swoistej zakaznego zapalenia nosa i
tchawicy (TRT), w stadach indykéw rzeznych o réoznym statusie immunologicznym, w
konteks$cie rozwoju odpornosci przeciwzakaznej”, w ktorych bytem wykonawca.

TRT jest chorobg wirusowg stanowigca powszechny problem w patologii indykow
na calym $wiecie, a jednag z metod jej zapobiegania sg szczepienia ochronne.
Wiadomym jest, ze szczepienie stad rodzicielskich indykéw nie chroni uzyskanych z
nich pisklat przed zakazeniem tym wirusem, natomiast niewiele wiadomo na temat
wplywu odpornosci matczynej na rozwdj odpornosci poszczepiennej. W celu
zweryfikowania hipotezy badawczej sugerujacej mozliwos¢ istnienia takich zaleznosci
przeprowadzono doswiadczenia, w ktorych okreslano lokalng odpowiedz komorkowsa i
humoralng u pisklat posiadajacych przeciwciata matczyne (MDA+) lub nie (MDA-) w
kontekscie szczepienia przeciwko TRT. W badaniach wykorzystano tacznie 782 indyki
rzezne, ktore dostarczyta wylegarnia Grelavi S.A. Indyki MDA+ (n=391) pochodzity ze
stada reprodukcyjnego indykow zaszczepionego przeciwko TRT (3 razy zywa
szczepionka aMPV/A 1 dwukrotnie inaktywowana szczepionka aMPV/B). Indyki
MDA- (n=391) pochodzily ze stada niosek nieszczepionych przeciwko TRT,
odchowywanych w Kanadzie. Badania te wykazaly réznice w rozwoju odpornosci
poszczepiennej u pisklat indyczych wynikajace z réznych poziomdéw przeciwciat
matczynych. U indyczat uzyskanych od rodzicow nie szczepionych przeciwko TRT
(MDA-) Iub posiadajacych bardzo niskie miana przeciwcial matczynych, stwierdzano
wzrost odsetka limfocytéw T CD8" w gruczole Hardera i btonie §luzowej tchawicy oraz
wzrost swoistych przeciwciat IgY w surowicy. Z kolei pisklgta posiadajagce wysokie
miana przeciwcial matczynych (MDA+) posiadaty wyzszy odsetek limfocytow T CD4*
w gruczole Hardera oraz btonie Sluzowej tchawicy, ale nie stwierdzano u nich wzrostu

miana przeciwcial IgY. U ptakow z tej grupy stwierdzono takze, ze wirus
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szczepionkowy byl wykrywany w btonach §luzowych w krotszym czasie niz u ptakow
MDA-. W opisywanych badaniach wykazano réwniez, ze u pisklat indyczych
posiadajacych w dniu szczepienia przeciwciata matczyne dochodzi do zaburzen w
rozwoju swoistej odpornosci humoralnej w btonach §luzowych goérmych drog
oddechowych, co manifestowato si¢ zarowno spadkiem liczby swoiscie uczulonych
limfocytow B IgA™, jak i zmniejszeniem produkcji i sekrecji IgA przez te komorki. W
Sledzionach szczepionych ptakéw stwierdzono istotny wzrost obu badanych
subpopulacji limfocytow T produkujacych IFNy. Wystgpity jednak rdznice, ktore
dotyczyly czasu niezbednego do tej stymulacji. W poréwnaniu z indykami grupy MDA-
szczepionych tuz po wylegu, u ktorych odnotowano wzrost obu subpopulacji
limfocytow T juz w 3. dobie po szczepieniu, w grupie indykow MDA+ szczepionych w
tym samym wieku wzrost badanych subpopulacji byt pozniejszy (od 7. doby) i dotyczyt
przede wszystkim limfocytow T CD4". W obu grupach ptakow szczepionych w 14
dobie wzrost ten (dotyczacy obu subpopulacji) mial miejsce juz w 3. dobie po
szczepieniu i trwal przez caly okres doswiadczenia. Powyzsze wskazuje, ze rdzne
poziomy przeciwcial matczynych przeciwko TRT moga mie¢ zwigzek z brakiem
skutecznosci szczepien przeciwko tej chorobie oraz powstawaniem zakazen wirusem
TRT w terenie. Wyniki tych badan opublikowano w pracach 4.3.2.1V-4 - 4.3.2.1V-7.
Uczestniczylem rowniez w badaniach epidemiologicznych dotyczacych
wystgpowania bordetelozy u indykow oraz ptakow wolnozyjacych. Badania
przeprowadzono metoda ELISA na surowicach uzyskanych od indykow pochodzacych
z 87 stad w roznym wieku 1 roéznej uzytkowosci. W badaniach tych wykazano, ze
wystgpowanie przeciwcial przeciwko Bordetella avium oraz wysoko$¢ ich miana
wzrastala wraz z wiekiem badanych ptakow. Surowice dodatnie stwierdzano u ptakow
wszystkich typow uzytkowych oraz o réoznym statusie klinicznym (chore i zdrowe).
Obecnos¢ przeciwciat u pisklat jednodniowych nalezy wiaza¢ raczej z ich pionowym
przekazywaniem przez zakazonych wczesniej rodzicow. Uzyskane wyniki potwierdzajg
obserwacje terenowe sugerujace duze znaczenie epizootyczne zakazen Bordetella avium
u indykow (praca 4.3.2.1V-8). Z kolei badania nad wystepowaniem tego drobnoustroju
u ptakéw wolnozyjacych przeprowadzone metodami biologii molekularnej wykazaty
obecno$¢ materiatu genetycznego Bordetella avium jedynie u 25 na 650 przebadanych
osobnikow. Bakteria ta najczesciej byta stwierdzana w materiale pobranym od

bazantow townych (54,54%) i lysek (9,09%), a w mniejszym stopniu od kaczek
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krzyzoéwek (2,77%) 1 mew S$mieszek (3,22%). Powyzsze wskazuje na role ptakow
dzikich jako rezerwuaru bakterii groznych dla drobiu (praca 4.3.2.1V-9).

W latach 2014-2015 bylem wykonawca projektu pt. ,,Development of humoral
and cell-mediated immunity in broiler chickens immunized against aMPV, NDV and
IBV with the use of MSD Animal Health vaccines”, realizowanego wspélnic z MSD
Animal Health. Projekt dotyczyl badania mechanizméw budowania odpornosci
poszczepiennej (przeciwko trzem groznym patogenom drobiu atakujagcym uktad
oddechowy) w zalezno$ci od zastosowanego schematu immunoprofilaktyki. Badania
przeprowadzono na 359, 1-dniowych kurczetach broilerach. W dniu rozpoczecia
doswiadczenia od 23, losowo wybranych z catej partii dostarczonych z wylegarni
pisklat, pobrano krew oraz popluczyny z tchawicy celem ustalenia poziomu swoistych
przeciwcial matczynych anty-IBV. Pozostate ptaki podzielono na 4 grupy: grupa
kontrolna, nieszczepiona przeciwko I1B; Mab to grupa szczepiona przeciwko IB w 1
dniu zycia szczepem Ma5 (serotyp Mass); grupa 4/91 zostata zaszczepiona szczepem
4/91 (serotyp 793B); a grupa V2 zostata zaszczepiona szczepem Mab i 4/91. Wszystkie
szczepionki przygotowano zgodnie z instrukcjami (MSD Animal Health) a ptaki
szczepiono okulonasalnie w dawkach zalecanych przez producenta. W 3., 7. i 14. dniu
po szczepieniu pobrano po 5 probek gruczotu Hardera (HG) i1 5 probek §ledziony do
oznaczenia liczby komorek T CD4" i CD8" oraz komérek B Bu-1". W 14. i 21. dniu po
szczepieniu od ptakow ze wszystkich grup pobrano po 23 probki krwi do badan
serologicznych. W 7., 14. i 21. dniu po szczepieniu pobierano dodatkowo po 15 probek
popluczyn z tchawicy do serologicznej oceny swoistych poziomdéw przeciwciat klasy
IgY i IgA anty-IBV. Dodatkowo 5 probek surowicy reagujacych dodatnio w tescie
ELISA, w 21. dobie po szczepieniu, poddano analizie reaktywnos$ci krzyzowej z
réznymi szczepami diagnostycznymi IBV z wykorzystaniem testu hamowania
hemaglutynacji (HI). Ptaki grupy Ma5 charakteryzowaly sie najszybsza stymulacja
parametrow odpornosci komoérkowej na terenie HG po przeprowadzonym szczepieniu.
Pomimo op6znionego charakteru stymulacji tych parametrow, w grupie V2 odnotowano
najsilniejsza infiltracj¢ struktur goérnych drég oddechowych (GDO) komodrkami
immunokompetentnymi w 14. dniu po szczepieniu. Z kolei ptaki grupy 4/91
charakteryzowaly si¢ najstabsza stymulacjg tych parametréw. Rozpatrujac zaleznosci
czasowe odnotowane pomigdzy wzrostem liczby komorek T CD4" oraz limfocytow B
Bu-1* mozna sugerowaé, iz glowng subpopulacjg limfocytow pomocniczych, ktore

ulegly stymulacji byty komoérki Th2 zaangazowane w pobudzanie odpornosci
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humoralnej. Podobne zaleznosci procentowego udziatu komérek T CD4* oraz B Bu-1*
odnotowali$my w §ledzionach ptakéw szczepionych, przy czym parametry te najsilniej
stymulowane byly w grupie 4/91, czego konsekwencja najprawdopodobniej byty
uzyskane wyniki badan HI. Rozpatrujgc wyniki udziatu komorek T CD8* w §ledzionach
okazuje si¢, ze parametr ten wzrdst we wszystkich grupach szczepionych, jednak
najsilniej w grupie V2. W surowicach ptakéow wszystkich grup szczepionych
stwierdzono wzrost poziomu przeciwcial IgY, przy czym najintensywniejszy wzrost
odnotowano w grupie V2. Podobnie jak w surowicy, poziom tej immunoglobuliny
wzrést po szczepieniu w popluczynach z tchawicy, a najwyzszy jego wzrost
odnotowano w grupie Ma5. Odnotowali§my rowniez wzrost poziomu swoistej IgA w
poptuczynach z tchawicy, przy czym w 21. dobie po szczepieniu najwyzszy jej poziom
odnotowano w grupie V2. W grupie 4/91 poziom jej byl zblizony do tego
obserwowanego w grupie V2. W grupie Ma5 poziom IgA spadt migdzy 14. a 21. doba
po szczepieniu w poréwnaniu z grupami 4/91 oraz V2. Z ogblnego podsumowania
badan HI pod wzgledem liczby reakcji krzyzowych z réznymi antygenami
diagnostycznymi w grupie 4/91 odnotowano reakcje krzyzowe ze wszystkimi badanymi
szczepami, a w grupach Ma5 oraz V2 bylo to odpowiednio 6 i 5 na 7 badanych
szczepow. W obrebie poszczegolnych szczepdéw diagnostycznych liczba probek
reagujacych pozytywnie byla rdézna, stad sumarycznie liczba probek reagujacych
dodatnio sposrod wszystkich badanych wyniosta blisko 80% w grupie 4/91, 60 % w
grupie V2 oraz niespetna 40 % w grupie Ma5S. Sumaryczna analiza pozwolila na
konkluzje, 1z poziom stymulacji 1 wyksztalcenia parametrow rozpatrywanych jako
gléwne immunologiczne indykatory protekcji w stosunku do IBV, byt najwyzszy w
grupie V2. Oba zastosowane szczepy sa immunogenne i podczas, gdy Mass wydaje si¢
skuteczniej stymulowaé¢ odporno$¢ typu komérkowego (zwlaszeza w strukturach GDO),
tak szczep 793B generuje szersze spektrum reaktywnosci krzyzowej uktadu
odpornosciowego 1 wyzszg produkcje IgA w GDO. Ostateczng odpowiedzig moze by¢
zatem fakt, ze skuteczno$¢ tego protokotu szczepienia wynika z addytywnego wplywu
szczepOw Mass 1 793B na rdozne elementy uktadu immunologicznego gospodarza po
szczepieniu (praca 4.3.2.1V-10). Na potrzeby prowadzonych badan opracowano takze
test do molekularnego rozpoznawania szczepow szczepionkowych Ma5 i 4/91 wirusa
zakaznego zapalenia oskrzeli. Specyficzne startery 1 sondy dla genow S1 1 N zostaly
zaprojektowane w oparciu o sekwencje nukleotydowe obu szczepow szczepionkowych.

Czulo$é testu wynosita 2,373 x 10° kopii dla szczepu Ma5 i 3,852 x 10° kopii dla
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szczepu 4/91. Probki kontrolne nalezagce do znanego genotypu IBV wykazaty, ze
zaprojektowane testy sa szybkie i czute w wykrywaniu szczepdw szczepionkowych

(Ma5 i 4/91) wirusa IBV (praca 4.3.2.1V-11).

4.3.2.1V-1. Smiatek M., Tykatowski B., Stenzel T., Koncicki A. Local immunity of the
respiratory mucosal system in chickens and turkeys. Polish Journal of Veterinary
Sciences, 2011, 14 (2), 291-297.

(MNiISW/MEIN=20; 1F=0,565)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na: pomocy w zebraniu i analizie
pismiennictwa oraz w przygotowaniu ostatecznej wersji manuskryptu. Swoj udziat
procentowy szacuje na 10%.

4.3.2.1V-2. Smiatek M., Tykatowski B., Stenzel T., Koncicki A. The perspective of
immunoprophylaxis and selected immunological issues in the course of the turkey
rhinotracheitis. Polish Journal of Veterinary Sciences, 2012, 15 (1), 175-180.
(MNiISW/MEIN=20; 1F=0,570)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na: pomocy w zebraniu i analizie
pismiennictwa oraz W przygotowaniu ostatecznej wersji manuskryptu. Swoj udzial
procentowy szacuje na 10%.

4.3.2.1V-3. Smiatek M., Tykatowski B., Stenzel T., Pestka D., Koncicki A. Zakazne
zapalenie krtani i tchawicy — patogeneza oraz perspektywy immunoprofilaktyki swoistej.
Medycyna Weterynaryjna, 2012, 68 (11), 656-661.

(MNiISW/MEIN=10; 1F=0,203)

Moj wklad w powstanie tej pracy polegal na: pomocy w zebraniu i analizie
pismiennictwa oraz w przygotowaniu ostatecznej wersji manuskryptu. Swoj udziat
procentowy szacuje na 10%.

4.3.2.1V-4. Smialek M., Pestka D., Tykatowski B., Stenzel T., Koncicki A.
Development of vaccine-induced immunity against TRT in turkeys depends remarkably
on the level of maternal antibodies and the age of birds on the day of vaccination. BMC
Veterinary Research, 2015, 7 (11), 28.

(MNiISW/MEIN=35; 1F=1,643)

MOoj wkitad w powstanie tej pracy polegat na: pobraniu materiatu do badan, wykonaniu
oznaczen cytometrycznych, interpretacji uzyskanych wynikow i sformutowanie

wnioskow, korekcie koncowej wersji manuskryptu. Swoj udzial procentowy szacuje na

15%.
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4.3.2.1V-5. Smiatek M., Tykatowski B., Welenc J., Stenzel T., Koncicki A. Three-step
anti-aMPV IgA expression profile evaluation in Turkey of different immunological
status after TRT vaccination. Polish Journal of Veterinary Sciences, 2016, 19 (3), 509—
518.

(MNiISW/MEIN=20; 1F=0,697)

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na: pobraniu materiatu do badan, wykonaniu
oznaczen cytometrycznych, interpretacji uzyskanych wynikow i sformutowanie
Wnioskow. Swoj udziat procentowy szacuje na 10%.

4.3.2.1V-6. Smiatek M., Tykatowski B., Dziewulska D., Kowalczyk J., Koncicki A.
IFNy  production profile in turkeys of different immunological status after TRT
vaccination. Journal of Veterinary Research, 2020, 64, 239-245.

(MNISW/MEIN=140; IF=1,744)

MOoj wkitad w powstanie tej pracy polegat na: pobraniu materiatu do badan, wykonaniu
oznaczen cytometrycznych i wysortowaniu komorek do badanie metodq ELISPOT. Swoj
udziatl procentowy szacuje na 10%.

4.3.2.1V-7. Smiatek M., Kowalczyk J., Gesek M., Kaczorek-Lukowska E., Dziewulska
D., Tykatowski B., Koncicki A. The influence of maternally derived antibodies on
protection against aMPV/A infection in TRT vaccinated turkeys. Poultry Science, 2021,
100 (5), 101086.

(MNiISW/MEIN=140; IF=4,014)

MOoj wktad w powstanie tej pracy polegat na: pobraniu materiatu do badan, pomocy W
wykonaniu oznaczen serologicznych. Swoj udziat procentowy szacuje na 5%.

4.3.2.1V-8. Smiatek M., Tykatowski B., Pestka D., Stenzel T., Koncicki A.
Epidemiological situation of turkey coryza (bordetellosis) in Poland. Polish Journal of
Veterinary Sciences, 2015, 18 (3), 659-661.

(MNiISW/MEIN=20; 1F=0,719)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegatl na: zbieraniu materiatu do badan, pomocy w
wykonaniu oznaczern serologicznych. Swoj udziat procentowy szacuje na 10%.
4.3.2.1V-9. Stenzel T., Pestka D., Tykatowski B., Smiatek M., Koncicki A., Bancerz-
Kisiel A. Detection of Bordetella avium by TagMan real-time PCR in tracheal swabs
from wildlife birds. Polish Journal of Veterinary Sciences, 2017, 20 (1), 31-36.
(MNiISW/MEIN=20; 1F=0,839)
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Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na: pobraniu materiatu do badan, pomocy w
wykonaniu oznaczen molekularnych. Swoj udziat procentowy szacuje na 10%.
4.3.2.1V-10. Smiatek M., Tykatowski B., Dziewulska D., Stenzel T., Koncicki A.
Immunological aspects of the efficiency of protectotype vaccination strategy against
chicken infectious bronchitis. BMC Veterinary Research, 2017, 13 (1), 44.
(MNiISW/MEIN=40; 1F=1,958)

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na: pobraniu materiatu do badan, wykonaniu
oznaczen cytometrycznych. Swoj udziat procentowy szacuje na 10%.

4.3.2.1V-11. Stenzel T., Dziewulska D., Smiatek M., Tykatowski B., Kowalczyk J.,
Koncicki A. Differentiation of infectious bronchitis virus vaccine strains Ma5 and 4/91
by TagMan real-time PCR. Polish Journal of Veterinary Sciences, 2017, 20 (3), 599-
601.

(MNiISW/MEIN=20; 1F=0,839)

MOoj wktad w powstanie tej pracy polegal na: pobraniu materiatu do badan, pomocy w

wykonaniu oznaczen molekularnych. Swoj udziat procentowy szacuje na 10%.

V. Badania odpornosci lokalnej w ukladzie rozrodczym indyczek

reprodukcyjnych

Uktad rozrodczy ptakéw, zarowno ze wzgledu na anatomig, jak i funkcje, rézni
si¢ znaczaco od ukladu rozrodczego ssakow. Sktada si¢ tylko z lewego jajnika i
jajowodu, ktory uchodzi do steku, co sprawia, Ze jest stale narazony na zakazenia
wstepujace, ale 1 na infekcje ogdlnoustrojowe. Stad niezwykle wazne jest prawidlowe
funkcjonowanie lokalnych mechanizméw odpornosci humoralnej i komorkowej w tym
uktadzie. Ponadto, mechanizmy odpornosciowe ukladu rozrodczego ptakdow sa
zwigzane z przekazywaniem przeciwcial matczynych IgY, IgA i IgM do jaja, ktore
pelnig funkcje ochronng zanim uktad odpornosciowy pisklecia stanie si¢ w petni
wydajny. Zatem mechanizmy odpornosci lokalnej na terenie uktadu rozrodczego
ptakow odgrywaja istotng role w zapobieganiu zakazeniom prowadzacym do zmian
funkcjonalnych narzadu i kontaminacji jaj (praca 4.3.2.V-1). W badaniach wtasnych
zwrociliSmy szczeg6lng uwage na mechanizmy oraz poziomy transferu przeciwciat
matczynych od niosek indyczych na potomstwo. Przeciwciala przekazywane z nioski na
potomstwo, ktére poczatkowo obecne sa w jajach, a z czasem réwniez w rozwijajacych
si¢ zarodkach i ostatecznie w surowicy wyklutych pisklat, odgrywaja istotng role

protekcyjng w trakcie embriogenezy oraz w trakcie pierwszych tygodni zycia ptakow.
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Celem przeprowadzonych badan byto okreslenie poziomu przeciwciatl klasy IgM 1 IgY
oraz poziomow przeciwcial IgY swoistych w stosunku do wybranych patogenoéw (APV,
NDV, ORT, PM) w probkach surowicy indyczek reprodukcyjnych oraz ich potomstwa,
jak rowniez w z6ltku 1 biatku jaj wylggowych pobranych w roznych okresach niesnosci.
W badaniach wlasnych wykazano, ze poziom przeciwcial IgY w surowicy indyczek
reprodukcyjnych byt wyzszy niz u kur i wynosit w trakcie produkcji niesnej $rednio
22,04 mg/ml. Ponadto wykazano, ze $redni poziom transferu przeciwcial klasy IgY z
nioski na potomstwo wynosit ok. 31,4 %, jednak poziom tego transferu byt
zréznicowany w zalezno$ci od charakteru patogenu i wynosil odpowiednio 33,2 %, 51,9
%, 45,1 %, 44,3 % dla APV, NDV, ORT i PM. Dodatkowo stwierdzono réznice w
poziomie transferu na réznych etapach nie$nosci indyczek. Badania wlasne potwierdzity
obserwowang wczesniej zalezno$¢ co do klasy przeciwcial przekazywanych do jaj przez
nioski. Przeciwciata klasy IgY sa dominujacg frakcja immunoglobulin w zottku, IgM
stwierdzane byly jedynie w biatku jaj i nie przechodzg do ukladu krazenia pisklat
indyczych. Zgodnie z nasza wiedzg sa to pierwsze badania opisujace szczegdtowo
zjawisko przekazywania przeciwcial matczynych u indykéw (praca 4.3.2.V-2).
Okreslono takze udziat subpopulacji limfocytow B 1 T w rdéznych czgéciach jajowodu u
indyczek reprodukcyjnych w kilku okresach nie$nosci. Wyniki badan dowodza, iz w
poczatkowym etapie nie$nosci, niezaleznie od analizowanej czesci jajowodu (czg$¢
glowna, cie$n, cze$§¢ maciczna, cze$¢ pochwowa), u indyczek ma miejsce intensywna
infiltracja blony $luzowej komorkami immunokompetentnymi. Jednakze wraz z
wiekiem ptakow na pdznym etapie nieSnosci ma miejsce sukcesywne zmniejszanie si¢
liczby tych komoérek w badanych strukturach (praca 4.3.2.V-3). Roznice w organizacji
lokalnego uktadu immunologicznego w jajowodzie, ktore zalezag w gtownej mierze od
wieku ptakéw oraz zaawansowania etapu nie$nosci, moga poniekad thumaczy¢
obserwowane w warunkach terenowych zaleznosci dotyczace czestotliwosci oraz
okresow predylekcyjnych do wystepowania przypadkow schorzen uktadu rozrodczego u

indyczek reprodukcyjnych.

4.3.2.V-1. Kowalczyk J., Smiatek M., Tykatowski B., Koncicki A. Selected issues in
local immune system of hen's reproductive tract. Medycyna Weterynaryjna, 2016, 72,
671-676.

(MNiSW/MEiN=15; IF=0,161)
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Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na: pomocy w zebraniu i analizie
pismiennictwa oraz w przygotowaniu ostatecznej wersji manuskryptu. Swoj udzial
procentowy szacuje na 10%.

4.3.2.V-2. Kowalczyk J., Smiatek M., Tykatowski B., Dziewulska D., Stenzel T.,
Koncicki A. Field evaluation of maternal antibody transfer from breeder turkey hens to
egg yolks, egg whites and poults. Poultry Science, 2019, 98, 3150-3157.
(MNiISW/MEIN=140; IF=2,659)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na: pobieraniu materiatu do badan, pomocy w
wykonaniu oznaczen serologicznych. SWoj udziat procentowy szacuje na 5%.

4.3.2.V-3. Kowalczyk J., Smiatek M., Tykatowski B., Dziewulska D., Stenzel T.,
Koncicki A. Research Note: Effect of age on the distribution of lymphocytes in the
oviduct in Turkey breeder hens. Poultry Science, 2020, 99, 3009-3014.
(MNiISW/MEIN=140; IF=3,352)

MOoj wkitad w powstanie tej pracy polegat na: pobraniu materiatu do badan, wykonaniu
oznaczen cytometrycznych i analizie uzyskanych wynikow. Swoj udzial procentowy

szacuje na 20%.

VI.  Badania nad rolg cirkowirusow w patologii golebi

Biorac pod uwage, ze zakazenia cirkowirusem golebi (PiCV) sa najczesciej
diagnozowang (metodami molekularnymi) chorobg wirusowa u gotebi w Polsce,
podjeto badania wilasne zmierzajace do opracowania testu ELISA do wykrywania
przeciwcial przeciwko PiCV w surowicy oraz szczepionki podjedostkowej przeciwko
zakazeniom PiCV. Celem pierwszego doswiadczenia byta ocena statusu serologicznego
gotebi domowych niezakazonych i bezobjawowo zakazonych PiCV za pomoca testu
ELISA opartego na rekombinowanym biatku kapsydu tego wirusa. Biatko to uzyskano
przez transformacj¢ kolonii E. coli BL21 (DE3) plazmidem pET6xXHN-N-PiCoV.
Probki krwi i wymazy z kloaki pobrano od 171 klinicznie zdrowych gotebi, ktore
podzielono na dwie grupy (zakazone i niezakazone PiCV), zaleznie od wynikow
przesiewowego badania PCR. Okoto 70 % gotebi uzyskato wynik pozytywny na
obecno$¢ przeciwcial anty-PiCV, niezaleznie od statusu zakazenia, jednak poziomy
tych przeciwcial byly istotnie wyzsze w grupie gotebi, u ktorych wykryto obecnos¢
materiatu genetycznego PiCV. Wyniki wskazuja, ze test ELISA jest bardzo uzytecznym
narzedziem uzupetniajacym metody molekularne w ocenie stanu zakazenia PiCV u

gotebi domowych (praca 4.3.2.VI-1). Celem kolejnych badan byta ocena odpowiedzi
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immunologicznej golebi na szczepienie przeciwko PiCV z wykorzystaniem
rekombinowanego biatka kapsydu wirusa (rCP) jako szczepionki. W dniu szczepienia
oraz 2,23, 39 146 dni po pierwszej immunizacji od ptakéw z kazdej grupy pobierano
probki krwi, sledziony i torby Fabrycjusza w celu okreslenia poziomu przeciwcial anty-
PiCV w surowicy, swoistych komérek B pamieci immunologicznej anty-PiCV rCP+
metodg ELISPOT w $ledzionie, ekspresji genu IFN-y i odsetka limfocytéw T CD3",
CD4" i CD8" oraz B IgM™ metoda cytometrii przeptywowej. W badaniach odnotowano
1z szczepienie stymuluje humoralng i komoérkowa odpowiedz immunologiczng, CO
przejawiato si¢ produkcjg swoistych przeciwcial, istotnie wyzsza liczbg komorek B
pamieci immunologicznej anty-PiCV rCP+ oraz istotnie wyzszym poziomem ekspresji
genu IFN-y. Podsumowujac, rCP PiCV wykazuje wlasciwosci immunogenne i mozna je
uzna¢ za potencjalnego kandydata na antygen w podjednostkowych szczepionkach
przeciwko infekcjom PICV u golebi (praca 4.3.2.VI-2). Bioragc jednak pod uwage
powszechnos$¢ wystepowania subklinicznych zakazen PiCV w populacji gotebi, podjeto
badania majace na celu okreslenie skutecznosci whasnej szczepionki podjednostkowe;j.
W kolejnych badaniach, celem nadrzednym byta odpowiedz na pytanie, czy szczepienie
bezobjawowo zakazonych gotgbi wywoluje podobng odpowiedz immunologiczng na
PICV rCP, jak u ptakéw niezakazonych. Podsumowujac uzyskane wyniki badan mozna
wywnioskowaé, ze rekombinowane biatko kapsydu cirkowirusa golebi wywoluje
odpowiedz immunologiczng zaréwno u golebi naturalnie zakazonych, jak i
niezakazonych, ale szybko$¢ tej odpowiedzi zmienia si¢ w zaleznos$ci od statusu
zdrowotnego golebi. Zakazenie PiCV prowadzi do nabywania gorszej odpornosci po
szczepieniu gotebi szczepionka podjednostkowa rCP (praca 4.3.2.VI1-3). Ze wzgledu na
negatywny wynik badan zmierzajacych do wyodrgbnienia genotypu lub mutacji, ktora
moglaby by¢ powigzana z patogenno$cig tego wirusa, przeprowadzono badania
kohortowe zmierzajgce do okreSlenia wplywu naturalnego zakazenia PiICV na wybrane
mechanizmy odpornosci u gotebi. Jako materiat badawczy wykorzystano mtode gotebie
pocztowe, ktore podzielono na grupy na podstawie statusu klinicznego w kontekscie
zakazenia PiCV (zakazone objawowo, zakazone bezobjawowo oraz niezakazone). U
badanych ptakow przeprowadzono analizy metoda cytometrii przeptywowej (okreslenie
odsetka oraz liczby komorek apoptotycznych w populacji limfocytow T CD3* oraz B
IgM™) oraz biologii molekularnej (ekspresja genéw kodujacych receptory CD4, CD8
limfocytéw T oraz genu kodujacego IFN-y, a takze bezwzgledne iloSciowe oznaczanie

kopii genomu PiCV metoda ddPCR). Badania te wykazaty wyrazny wplyw zakazenia
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cirkowirusem na ksztattowanie si¢ odsetka badanych subpopulacji limfocytéw, bowiem
liczba komorek B IgM* byla prawie dwukrotnie nizsza w grupie ptakéw objawowo
zakazonych niz u ptakéw okreslonych jako klinicznie zdrowe. Ponadto, okoto 20 %
populacji tych limfocytéw wykazywata cechy apoptozy. Zaleznos¢ odwrotng
stwierdzono w odniesieniu do limfocytow T CD3", ktérych najwiecej byto u ptakow
zakazonych klinicznie. Nie stwierdzono natomiast podwyzszonego odsetka komorek
apoptotycznych. Powyzsze obserwacje korelowaly z iloscig materialu genetycznego w
probkach torby Fabrycjusza badanych gotebi. Dzigki przeprowadzeniu wymienionych
badan wykazano wyrazne powigzanie pomiedzy intensywnoscia infekcji (liczba kopii
genomu PiCV), a wystepowaniem klinicznej postaci choroby oraz z supresja odpornosci
komoérkowej (spadek odsetka limfocytéw B IgM™), ktorej konsekwencjg jest
uposledzenie odpowiedzi humoralnej. Powyzsze nalezy uzna¢ za gtéwne konsekwencje
zakazen cirkowirusem gotebim (praca 4.3.2.VI-4).

Opisane  wyzej badania byly realizowane w ramach projektu nr
2014/15/D/INZ6/02416, finansowanego przez NCN pt. ,,Ocena wplywu
rekombinowanego Dbiatka kapsydu cirkowirusa gofgbiego na ksztaltowanie sig¢

wybranych zjawisk odpornosciowych u gotebi”, w ktérym bytem wykonawca.

4.3.2.VI-1. Stenzel T., Wozniakowski G., Pestka D., Choszcz D., Tykatowski B.,
Smiatek M., Koncicki A. Application of pigeon circovirus recombinant capsid protein
for detecting anti-PiCV antibodies in the sera of asymptomatic domestic pigeons and
the potential use of a combination of serological and molecular tests for controlling
circovirus infections in pigeon breeding flocks. Poultry Science, 2017, 96 (2), 303-308.
(MNiISW/MEIiIN=140; IF=2,659)

Moj wkitad w powstanie tej pracy polegatl na: pobieraniu materiatu do badan, pomocy w
wykonaniu oznaczen serologicznych. Swoj udziat procentowy szacuje na 5%.

4.3.2.VI-2. Stenzel T., Dziewulska D., Tykatowski B., Smiatek M., Kowalczyk J.,
Koncicki A. Immunogenicity of pigeon circovirus recombinant capsid protein in
pigeons. Viruses, 2018, 10 (11):596.

(MNiISW/MEIN=30; IF=3,811)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na: pobraniu materiatu do badan, wykonaniu
oznaczen cytometrycznych, wysortowaniu komorek do badanie metodq ELISPOT,
analizie danych cytometrycznych i przygotowaniu rycin do manuskryptu. Swé;j udziat

procentowy szacuje na 15%.
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4.3.2.VI1-3. Stenzel T., Dziewulska D., Smiatek M., Tykatowski B., Kowalczyk J.,
Koncicki A. Comparison of the immune response to vaccination with pigeon circovirus
recombinant capsid protein (PiCV rCP) in pigeons uninfected and subclinically infected
with PiCV. Plos One, 2019, 14 (6):e0219175.

(MNiISW/MEIN=100; IF=2,740)

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na: pobraniu materiatu do badan, wykonaniu
oznaczen cytometrycznych i wysortowaniu komorek do badanie metodq ELISPOT. Swoj
udzial procentowy szacuje na 10%.

4.3.2.VI-4. Stenzel T., Dziewulska D., Tykalowski B., Koncicki A. The clinical
infection with pigeon circovirus (PiCV) leads to lymphocyte B apoptosis but has no
effect on  lymphocyte T  subpopulation.  Pathogens, 2020, 9(8):632.
(MNiISW/MEIN=100; IF=3,492)

MOoj wkitad w powstanie tej pracy polegal na: pobraniu materiatu do badan, wykonaniu
oznaczen cytometrycznych, analizie uzyskanych wynikow i przygotowaniu rycin do

manuskryptu. Swoj udziat procentowy szacuje na 20%.

VIl. Pozostale prace badawcze prowadzone w tym okresie

Uczestniczylem w badaniach lekoopornosci bakterii wystgpujacych u gotebi
domowych. W przeprowadzonych badaniach wiasnych wykazano, ze brak wrazliwosci
na antybiotyki jest powszechnym zjawiskiem wsrod bakterii izolowanych od gotebi
domowych. Najmniejsza skutecznoscig wobec E. coli charakteryzowaty si¢ tetracykliny
oraz amoksycylina, z kolei w przypadku gronkowcow - chinolony oraz
oksytetracyklina. Dodatkowo, okoto 5 % gronkowcow byto opornych na metycyling, co
stanowi pewne zagrozenie zdrowia publicznego, poniewaz istnieje ryzyko obustronnej
transmisji  (golgb<=>czlowiek) tych bakterii. Najmniejszg  lekoopornosciag
charakteryzowaly si¢ izolaty Salmonella Typhimurium, z ktorych tylko nieliczne byty
niewrazliwe na kolistyn¢ oraz neomycyne (praca 4.3.2.VI1I-1).

Bratem takze udzial w badaniach nad mozliwoscig zastosowania preparatow
probiotycznych w wielkotowarowej produkcji drobiarskiej, w celu zminimalizowania
ryzyka zakazen drobnoustrojami zoonotycznymi (Campylobacter spp. i Salmonella
spp.). W badaniach wlasnych wykazalismy skutecznos¢ krajowej produkcji probiotyku
Lavipan (JHJ), w kontek$cie ograniczania zdolnosci zasiedlania przewodu

pokarmowego kurczat przez pateczki S. Enteritidis (SE). Jak si¢ bowiem okazalo, 6
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tygodni po zakazeniu kurczat SE w grupie kontrolnej wzrost tej bakterii odnotowano w
87,5 % probek katu z jelit slepych, podczas gdy w grupie otrzymujacej badany preparat
probiotyczny wynik pozytywny uzyskano jedynie w 125 % przypadkow.
Roéwnoczesnie, zastosowany preparat wpltynal znacznie na ograniczenie mozliwosci
izolacji Salmonelli z migs$ni piersiowych zakazonych kurczat (praca 4.3.2.V1I-2).

Ze wzgledu na fakt, Ze intensywna produkcja zwierzeca jest identyfikowana jako
jedno ze zrodet wysokich stezen gazoéw szkodliwych zwigzanych z zanieczyszczeniem
powietrza, co przektada si¢ réwniez na problemy zdrowotne organizmow zywych,
podejmowane sg prace zmierzajagce do minimalizowania tego zjawiska. Powszechng
metoda ograniczania emisji gazow takich jak amoniak jest stosowanie preparatow
zawierajacych probiotyki oraz zwigzki o dziataniu higroskopijnym lub dezynfekujacym.
W zwigzku z powyzszym podjeto badania zmierzajagce do okreslenia wptywu
stosowania na $ciotke w obecno$ci ptakow preparatu mineralno-mikrobiologicznego, na
stan fizjologiczny oraz wybrane komponenty odpornosci komérkowej i humoralnej u
réznych gatunkow i typow uzytkowych drobiu (kury reprodukcyjne, brojlery kurze oraz
indyki rzezne). W probkach surowicy analizowano markery biochemiczne profilu
watroby i nerek (ALT, AST, LDH, ALP, CK, TP, CALC, PHOS) oraz miano swoistych
przeciwcial przeciwko AEV, aMPV, NDV, IBDV, HEV 1 BA. Procentowy udziat
subpopulacji limfocytéw T CD4" i CD8" oraz limfocytéw B okre§lono w probkach
blony $luzowej tchawicy, krwi i $ledziony. Badania przeprowadzone z uzyciem metod
cytometrii przeptywowej i ELISA, podobnie jak oznaczenia wybranych wskaznikéw
biochemicznych w surowicy ptakow doswiadczalnych, nie wykazaty istotnych roznic
pomiedzy grupami badanymi 1 odpowiadajagcymi im grupami kontrolnymi. Tym samym
wykazano nie tylko skuteczno$¢ testowanego preparatu, ale i jego bezpieczenstwo w
trakcie stosowania w obecno$ci ptakow, co ma duze znaczenie w odniesieniu do
praktyki terenowej (praca 4.3.2.VI1-3).

Poza badaniem wplywu fitoncydow 1 olejkow eterycznych znajdujacych sie w
preparacie komercyjnym AdiSalmos°“ PF na uktad immunologiczny kurczat,
postanowiliS§my sprawdzi¢ czy wplywaja one na morfologi¢ narzadow wewngtrznych i
morfometri¢ jelit u tych ptakow. Badanie przeprowadzono na 60 ptakach podzielonych
na 3 grupy - jedng kontrolng i dwie eksperymentalne. Poczawszy od 21. dnia zycia,
kurczeta z grup eksperymentalnych otrzymywaly wode z dodatkiem badanego
preparatu. Grupa 1 otrzymywata suplement dwukrotnie: przez 3 dni w dawce 1 ml/l a

po dziewigciu dniach przerwy podawano im do wody badany preparat w dawce 1 ml/I
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przez kolejne 5 dni. Grupa 2 otrzymywata AdiSalmo®°" PF od 21. do 24. dnia w dawce
1 ml/l wody do picia. Po uboju od 40-dniowych kurczat pobrano: zotadek, dwunastnice,
jelito czcze, jelito biodrowe, jelito §lepe, watrobe, $ledzione, nerki, torb¢ Fabrycjusza,
phuca i migénie piersiowe do analiz histologicznych. Dodatkowo analizowano wysokos¢
kosmkow (VH) 1 gltebokos¢ krypt (CD) w dwunastnicy, jelicie czczym 1 jelicie kretym.
Nie stwierdzono statystycznie istotnych roznic migdzy grupami w liczbie zmian
histologicznych w pobranych narzadach. Ocena morfometryczna wykazata statystycznie
istotne roznice migdzy grupami w wysokosci kosmkow 1 glebokosci krypt w

dwunastnicy i jelicie biodrowym (praca 4.3.2.VI1-4).

4.3.2.VII-1. Stenzel T., Bancerz-Kisiel A., Tykatowski B., Smiatek M., Pestka D.,
Koncicki A. Antimicrobial resistance in bacteria isolated from pigeons in Poland.
Polish Journal of Veterinary Sciences, 2014, 17 (1), 169-171.

(MNiISW/MEIN=20; 1F=0,604)

Moj wktad w powstanie tej pracy polegaf na: pobieraniu materiatu do badan, pomocy w
wykonaniu oznaczen laboratoryjnych. Swoj udziat procentowy szacuje na 5%.
4.3.2.VI1-2. Smiatek M., Kaczorek E., Szczucinska E., Burchardt S., Kowalczyk J.,
Tykalowski B., Koncicki A. Evaluation of Lactobacillus spp. and yeast based probiotic
(Lavipan) supplementation for the reduction of Salmonella Enteritidis after infection of
broiler chickens. Polish Journal of Veterinary Sciences, 2019, 22 (1), 5-10.
(MNiISW/MEIN=100; IF=0,516)

MOoj wktad w powstanie tej pracy polegat na: pobieraniu materiatu do badan, pomocy w
wykonaniu oznaczen laboratoryjnych. Swoj udziat procentowy szacuje na 5%.
4.3.2.VI11-3. Kowalczyk J., Tykatowski B., Smiatek M., Stenzel T., Dziewulska D,
Koncicki A. Effect of a Mineral-Microbial Deodorizing Preparation on the Functions
of Internal Organs and the Immune System in Commercial Poultry. Animals, 2021, 11
(9):2592.

(MNiISW/MEIN=100; IF=3,231)

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na: opracowaniu koncepcji badan, opiece
weterynaryjnej nad ptakami doswiadczalnymi, szczepieniu kurczqt brojlerow, pobraniu
materiatu do badan, wykonaniu oznaczen cytometrycznych, analizie uzyskanych

wynikow i wyciggnieciu wnioskow. Swoj udzial procentowy szacuje na 20%.
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4.3.2.VI1I-4. Wojtacka J., Wysok B., Wiszniewska-Laszczych A., Gomotka-Pawlicka
M., Gesek M., Chlodowska A., Tykatowski B., Rozanski H., Iwinski H., Koncicki A.
Effect of water supplemented with a herbal product on the internal organs of broiler
chickens. Medycyna Weterynaryjna, 2023, 79(8), 422-427.

(MNiISW/MEIN=70; 1F=0,398)

Moj wkltad w powstanie tej pracy polegal na: opracowaniu koncepcji badan, opiece
weterynaryjnej nad ptakami doswiadczalnymi, podawaniu badanego preparatu ptakom
i pobieraniu probek do badan mikrobiologicznych w trakcie doswiadczenia. Swoj udzial

procentowy szacuje na 10%.

5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotng aktywnos$ciag naukowa albo artystyczna
realizowana w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji

kultury, w szczegolnos$ci zagranicznej

5.1. Badania naukowe prowadzone w Katedrze Biochemii i Toksykologii
Wydzialu Nauk o Zwierz¢tach i Biogospodarki UP w Lublinie

W zespole prof. dr hab. Katarzyny Ognik realizowatem projekt badawczy nr
UMO-2017/27/B/NZ9/01007 pt.  , Antyoksydacyjne i  immunostymulujace
oddzialywanie zréznicowanych poziomow i wzajemnego stosunku lizyny, argininy i
metioniny w mieszankach dla indykow rzeznych”. Za catoksztatt zrealizowanych i
opublikowanych badan otrzymali$my I Nagrod¢ Komitetu Nauk Zootechnicznych i
Akwakultury Polskiej Akademii Nauk w 2022 roku.

Obecnie realizujemy wspdélnie projekt badawczy nr 2020/39/B/NZ9/00765 pt.
»OdpowiedZz uktadu immunologicznego 1 systemu oksydoredukcyjnego indykéw
zywionych dietami z lub bez dodatku kocydiostatyku na wczesne podanie

antybiotykoéw”. Planowany termin zakonczenia projektu to 2025 rok.

Efektem prowadzonych wspolnie badan s nastepujace publikacje:

5.1.1. Ognik K., Mikulski D., Konieczka P., Tykatowski B., Krauze M., Stepniowska
A., Nynca A., Jankowski J.: The immune status, oxidative and epigenetic changes in
tissues of turkeys fed diets with different ratios of arginine and lysine. Scientific
Reports, 2021, 11(1):15975. (MNiSW/MEiN=140; I1F=4,997)
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5.1.2. Jankowski J., Tykatowski B., St¢pniowska A., Konieczka P., Koncicki A.,
Matusevicius P., Ognik K. Immune Parameters in Chickens Treated with Antibiotics
and Probiotics during Early Life. Animals, 2022, 12 (22):1133.
(MNiISW/MEIN=100; IF=3,231)

5.1.3. Smagiel R., Ognik K., Cholewinska E., Stepniewska A., Listos P., Tykatowski
B., Mikulski D., Koncicki A., Jankowski J. The effect of early administration of
antibiotics or feeding diet containing a coccidiostat on inflammatory responses and
the morphological structure of selected organs of the immune system in young meat-
type turkeys. Poultry Science, 2023, 102:102876. (MNiSW/MEiIN=140; 1F=4,014)

5.2. Badania naukowe prowadzone w Katedrze Chorob Wewnetrznych z Klinikg
Koni, Psow i Kotéw Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu

Przyrodniczego we Wroclawiu

Prowadzac wspélne badania z zespotem prof. dr hab. Artura Niedzwiedzia
opracowatem metodyke oznaczania odsetka limfocytow, neutrofili i makrofagéw oraz
ich apoptozy w wypluczynach z tchawicy 1 drzewa oskrzelowego u koni z
wykorzystaniem  cytometrii  przeptywowej.  WykazaliSmy, Ze  apoptoza
neutrofili/makrofagéw w wyptuczynach z tchawicy 1 drzewa oskrzelowego, jest
odmienna u koni dotknig¢tych nawracajaca chorobg obturacyjng w poréwnaniu z konmi
klinicznie zdrowymi. StwierdziliSmy istotng réznic¢ miedzy odsetkiem neutrofili we

wczesnej 1 w poznej apoptozie neutrofili miedzy grupg badang i kontrolna.

Efektem prowadzonych wspélnie badan jest nastepujaca publikacja:

5.2.1. Niedzwiedz A., Jaworski Z., Tykatowski B., Smiatek M. Neutrophil and
macrophage apoptosis in bronchoalveolar lavage fluid from healthy horses and
horses with recurrent airway obstruction (RAO). BMC Veterinary Research,
2014, 10:29. (MNiSW/MEIN=40; IF=1,777)
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6. Informacja o  osiagnieciach  dydaktycznych, organizacyjnych oraz

popularyzujacych nauke lub sztuke

6.1. Osiagniecia dydaktyczne:

Promotor pomocniczy rozprawy doktorskiej pt. ,,Reakcja indykéw na
zroznicowang zawarto§¢ metioniny w paszy”’ dr inz. Magdaleny
Kubinskiej. Obrona odbyta si¢ 13.10.2017 roku na Wydziale Bioinzynierii
Zwierzat UWM w Olsztynie
Opracowanie autorskiego programu nowego przedmiotu:
o ,Zastosowanie cytometrii przeptywowej” dla doktorantow
Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej UWM w Olsztynie
o ,.Najwazniejsze choroby drobiu i ich profilaktyka" dla studentow
studiow dualnych Wydzialu Bioinzynierii Zwierzat UWM w
Olsztynie
Koordynator przedmiotow:
o Choroby ptakow sem. II
o Zastosowanie cytometrii przeptywowej
o Najwazniejsze choroby drobiu i ich profilaktyka
o Staz kliniczny z choréb ptakow
Realizacja przedmiotow:
o Technologie w produkcji zwierzece;j
o Choroby ptakow sem | i Il
o Zastosowanie cytometrii przeptywowej
o Najwazniejsze choroby drobiu i ich profilaktyka
o Staz kliniczny z choréb ptakow
Wyktady dla stuchaczy szkolenia specjalizacyjnego nr 5 ,,Choroby drobiu”
realizowanego przez:
o WCKP w Putawach
o Katedra Epizootiologii z Klinikg Ptakéw i Zwierzat Egzotycznych
UP we Wroctawiu
Wspoétautorstwo podrecznika dla studentow i1 lekarzy weterynarii ,,Choroby
drobiu” pod redakcja M. Mazurkiewicza i A. Wieliczko, Wroctaw, 2019,
ISBN 978-83-7717-314-5
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Przygotowanie materialow do e-learningu:

©)

na Warminsko-Mazurskim Portalu Weterynaryjnym dla studentow

1 lekarzy weterynarii (artykuty, prezentacje, atlasy)

o na platformie edukacyjnej Moodle UWM dla studentéw weterynarii

i zootechniki (webinary)

Osiagniecia organizacyjne:

Opiekun pracowni cytometrii przeptywowe;j

Opiekun Pawilonu Zakazen Eksperymentalnych Ptakow

Cztonkostwo w migdzynarodowych i krajowych organizacjach i
towarzystwach naukowych:

o

o

Czlonek Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych

Cztonek Komisji Ekspertow ds. produktu popieranego przez
PTNW/(autor czterech opinii nt. produktow firm, ktore ubiegaty si¢
o status ,,Produktu popieranego przez PTNW)

Cztonek Polskiego Towarzystwa Cytometrii
Cztonek Swiatowego Stowarzyszenia Patologéw Drobiu (World

Veterinary Poultry Association)

Nagrody za dziatalnos$¢ organizacyjna:

o

o

o

(@]

Nagroda indywidualna Il st. Rektora UWM (2022 r.)

Nagroda indywidualna Il st. Rektora UWM w Olsztynie (2019 r.)
Nagroda indywidualna 11 st. Rektora UWM w Olsztynie (2015 r.)
Nagroda indywidualna Il st. Rektora UWM w Olsztynie (2012 r.)

Recenzent prac naukowych w czasopismach:

o

o

o

o

o

Polish Journal of Veterinary Sciences (IF=0,859)
Journal of Veterinary Research (IF=1,8)
Veterinary Sciences (IF=2,4)

Animals (IF=3,0)

BMC Veterinary Research (IF=2,62)

W moim dorobku znajduje si¢ roOwniez opracowanie opinii sagdowej w

sprawie cywilnej dla Wydzialu Gospodarczego Sadu Okrggowego w

Elblagu oraz opracowanie opinii nt. ustalenia przyczyn padni¢¢ indykéw na

zlecenie firmy Golpasz S.A.
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Osiagniecia popularyzujace nauke:
6.3.1. Publikacje przegladowe w czasopismach naukowych:

o Kowalczyk J., Smiatek M., Tykatowski B., Koncicki A. Bakterie z rodzaju
Klebsiella spp. w patologii drobiu i ich znaczenie w epidemiologii zatruc

pokarmowych. Medycyna Weterynaryjna, 2017, 73 (9), 528-531.

e Tykalowski B., Koncicki A. The principles of rational chemotherapy of
bacterial infections in poultry. Scientific Messenger of Lviv National
University of Veterinary Medicine and Biotechnologies, 2018, 20 (87), 45—
49,

6.3.2. Publikacje w czasopismach popularno-naukowych przeznaczonych

dla praktykujacych lekarzy weterynarii:

e Koncicki A., Tykatowski B., Stenzel T. Profikatyka swoista chorob drobiu.
Magazyn Weterynaryjny, Suplement- Choroby Ptakéw, 2006, 34-38.

e Koncicki A., Stenzel T., Tykalowski B. Etiopatogeneza, profilaktyka i
leczenie  histomonozy indykow. Magazyn Weterynaryjny, Suplement -
Choroby Ptakéw 2007, 41-44.

e Tykatowski B., Stenzel T., Koncicki A. Immunomodulacja — nowy
kierunek w immunologii klinicznej. Polskie Drobiarstwo, Suplement

Zdrowie dla lekarzy weterynarii, 2007, 3-8.

e Koncicki A., Tykatowski B., Stenzel T. Ptaki — potencjalne Zrodto

zagrozen zdrowia cztowieka. \Weterynaria w terenie, 2008, 2 (1), 30-33.

e Stenzel T., Tykalowski B., Koncicki A. Dzikie ptaki. Ich rola w

rozprzestrzenianiu groznych dla drobiu chorob wirusowych. Weterynaria

w terenie, 2008, 2 (1), 26-29.

e Stenzel T., Tykalowski B., Koncicki A. Choroba okrgglego serca u
indykow. Weterynaria w terenie, 2008, 4, 47-49.
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Koncicki A., Tykalowski B., Stenzel T., Koncicka-Swiderska K.
Ornitobakterioza indykow - zapobiegaé, czy leczy¢? Magazyn
Weterynaryjny, Suplement - Choroby Ptakow, 2008, 396—400.

Stenzel T., Tykatowski B., Koncicki A. Choroby naczyn u indykow.
Magazyn Weterynaryjny, Suplement - Choroby Ptakéw, 2009, 412-415.

Stenzel T., Tykatowski B., Koncicki A. Kolibakteriozy drobiu.
Weterynaria w terenie, 2009, 58-60.

Koncicki A., Stenzel T., Tykatowski B., Koncicka - Swiderska K. Aktualne
poglady na temat profilaktyki i leczenia nekrotycznego zapalenia jelit u
drobiu. Magazyn Weterynaryjny, Suplement - Choroby Ptakéw, 2009,
415-4109.

Tykatowski B., Stenzel T., Koncicki A. Wplyw wybranych czynnikéw
genetycznych i zZywieniowych na wystepowanie osteopatii u drobiu.

Magazyn Weteterynaryjny, Suplement - Choroby Ptakow, 2009, 436—441.

Koncicki A., Stenzel T., Tykatowski B., Koncicka-Swiderska K. Ocena
skutecznosci poliwalentnej szczepionki ORNITIN w immunoprofilaktyce
ornitobakteriozy indykéw. Polskie Drobiarstwo - Suplement Zdrowie dla
lekarzy weterynarii, 2008, 8-10.

Tykatowski B., Stenzel T., Mazur-Lech B., Koncicki A. Niski poziom
dobrostanu, jako giowna przyczyna wystegpowania problemow zdrowotnych
na fermach drobiu. Polskie Drobiarstwo - Suplement Zdrowie dla lekarzy
weterynarii, 2010, 32-36.

Koncicki A., Tykatowski B., Stenzel T., Mazur-Lech B., Tykalowska K.,
Koncicka-Swiderska K. Wplyw profilaktyki swoistej i bioasekuracji na
zachorowalnos¢ indykow oraz przydatnos¢ testu ELISA w ocenie
skutecznosci szczepien i w diagnostyce chorob zakaznych indykow.

Magazyn Weterynaryjny, Suplement - Choroby Ptakéw, 2010, 436-440.

Stenzel T., Tykatowski B., Mazur-Lech B., Kwiatkowska A., Koncicki A.

Trichomonoza — stary, lecz wcigz aktualny problem zdrowotny w hodowli
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golebi. Magazyn Weterynaryjny, Suplement - Choroby Ptakow, 2010,
466-469.

Smiatek M., Tykatowski B., Stenzel T., Koncicki A. Kontaktowe zapalenie
skory oraz cellulitis u indykow. Magazyn Weterynaryjny, Suplement-
Choroby ptakow, 2011, 740—744.

Smiatek M., Tykatowski B., Stenzel T., Pestka D., Koncicki A. Uklad
odpornosciowy, a czynniki immunosupresyjne i ich nastepstwa w chowie
indykow. Polskie Drobiarstwo- Suplement Zdrowie dla lekarzy weterynarii,
2012, 49-55.

Smiatek M., Tykatowski B., Pestka D., Koncicki A. Stany patologiczne
wola u ptakéw grzebigcych. Zycie Weterynaryjne, 2012, 87, 1029-1031.

Pestka D., Smiatek M., Stenzel T., Tykatowski B., Koncicki A.
Diagnostyka molekularna zakazen mykoplazmami kur i indykow. Magazyn
Weterynaryjny, 2012, 462-467.

Smiatek M., Tykatowski B., Stenzel T., Pestka D., Koncicki A. Patogeneza
oraz wybrane zjawiska immunologiczne w przebiegu zakazen Mycoplasma

Spp. u drobiu grzebigcego. Magazyn Weterynaryjny, 2013, 335-340.

Tykatowski B., Smialek M., Pestka D. Mozliwosci zastosowania
zywieniowych dodatkow funkcjonalnych do modulacji mechanizmow
odpowiedzi immunologiczne; u ptakéow. Magazyn Weterynaryjny,
Suplement- Choroby Ptakow, 2014, 359-362.

Pestka D., Stenzel T., Tykatowski B., Smiatek M., Koncicki A.
Paramyksowiroza golebi — aktualny stan wiedzy. Magazyn Weterynaryjny,
2014, 9, 915-918.

Smiatek M., Smiatek A., Tykatowski B., Koncicki A. Przyczyny
wystepowania zakaznego zapalenia mozgu i rdzenia kregowego u kurczqt
na przyktadzie przypadku terenowego. Magazyn Weterynaryjny,
Suplement- Choroby Ptakow, 2014, 385-391.
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Stenzel T., Tykatowski B., Smiatek M., Pestka D., Koncicki A. Medycyna
naturalna w profilaktyce i terapii chorob gotebi. Magazyn Weterynaryjny,
Suplement- Choroby Ptakow, 2014, 410-413.

Tykatowski B., Smiatek M., Stenzel T., Pestka D., Koncicki A. Rola
wirusa krwotocznego zapalenia jelit w patologii indykow. Polskie

Drobiarstwo - Suplement Zdrowie dla lekarzy weterynarii, 2014, 34-39.

Tykatowski B., Smiatek M., Stenzel T., Pestka D., Koncicki A., Gesek M.
Rola beztlenowcow z rodzaju Clostridium w patologii indykow. Magazyn

Weterynaryjny, Suplement- Choroby Ptakow, 2015, 36-41.

Stenzel T., Tykatowski B., Smiatek M., Pestka D., Koncicki A. Problemy
immunoprofilaktyki w  stadach golebi. Magazyn Weterynaryjny,
Suplement- Choroby Ptakow, 2015, 48-54.

Tykatowski B., Koncicki P., Smiatek M., Tykatowska K., Welenc J.,
Koncicki ~ A. Kardiomiopatia rozstrzeniowa u indykow. Polskie

Drobiarstwo - Suplement Zdrowie dla lekarzy weterynarii, 2015, 28-31.

Koncicki A., Koncicka-Swiderska K., Stenzel T., Smiatek M., Tykatowski
B., Welenc J. Praktyczne uwagi o racjonalnej antybiotykoterapii chorob
drobiu. Polskie Drobiarstwo - Suplement Zdrowie dla lekarzy weterynarii,
2016, 3-9.

Koncicki A., Stenzel T., Koncicka-Swiderska K., Tykatowski B., Smiatek
M., Kowalczyk J. Algorytmy diagnostyczno-terapeutyczne w przebiegu
wybranych bakteryjnych choréb indykow. Polskie Drobiarstwo - Suplement
Zdrowie dla lekarzy weterynarii, 2017, 42-44.

Tykatowski B., Smiatek M., Kowalczyk J., Stenzel T., Koncicki A.
Immunoprofilaktyka krwotocznego zapalenia jelit u indykow. Polskie
Drobiarstwo - Suplement Zdrowie dla lekarzy weterynarii, 2020, 78-84.

Koncicki A., Koncicka-Swiderska K., Tykatowski B., Smiatek M.,
Kowalczyk J., Stenzel T. Czy fitoncydy stosowane w profilaktyce i terapii
chorob drobiu mogg ograniczy¢ antybiotykoterapie? Polskie Drobiarstwo -
Suplement Zdrowie dla lekarzy weterynarii, 2020, 96-100.
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Tykatowski B., Kowalczyk J., Koncicki A. Problemy zdrowotne w stadach
przyzagrodowych kur w dobie pandemii COVID-19. Polskie Drobiarstwo-
Suplement Zdrowie dla lekarzy weterynarii, 2021, 72—79.

Tykatowski B., Koncicki A. Wphw stosowania antybiotykow i
sulfonamidow na uktad immunologiczny ptakéw. Polskie Drobiarstwo -

Suplement Zdrowie dla lekarzy weterynarii, 2022, 38-41.

Koncicki A., Koncicka-Swiderska K., Smiatek M., Tykatowski B.,
Kowalczyk J., Stenzel T. Czy jest mozliwy bezantybiotykowy chow drobiu?
Polskie Drobiarstwo - Suplement Zdrowie dla lekarzy weterynarii, 2022,
77-82.

6.3.3. Artykuly w czasopismach popularno-naukowych dla hodowcéw

drobiu i lekarzy weterynarii:

Koncicki A., Tykatowski B. Niesnos¢ i wartosé biologiczna jaj indyczych —
wybrane aspekty. Polskie Drobiarstwo, 2005, 12 (14), 3-6.

Tykatowski B., Stenzel T., Koncicki A. Histomonoza indykow. Polskie
Drobiarstwo, 2007, 30-36.

Koncicki A., Tykatowski B., Koncicka-Swiderska K. Czy fale
elektromagnetyczne i pole magnetyczne stanowiq zagrozenie dla zdrowia i
produkcyjnosci drobiu? Polskie Drobiarstwo, 2008, 4, 20-22.

Koncicka-Swiderska K., Tykatowski B., Stenzel T., Koncicki A. Rola
beztlenowcow z rodzaju Clostridium w patologii drobiu. Polskie

Drobiarstwo, 2009, 4, 18-21.

Koncicki A., Tykatowski B., Stenzel T., Koncicka-Swiderska K. Przyczyny

zaburzen fizjologii przewodu pokarmowego u indykéow - wybrane
zagadnienia. Polskie Drobiarstwo, 2009, 11, 58-62.

Tykatowski B., Stenzel T. Pekanie workow powietrznych u ptakow.
Woliera, 2009, 6, 150-152.
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Tykatowski B., Smiatek M., Koncicki A. Niektore czynniki wplywajgce na
wystepowanie schorzen koriczyn u ptakow. cz. 1. Magazyn Hodowcy, 2010,
3, 28-31.

Tykatowski B., Smiatek M., Koncicki A. Niektore czynniki wplywajgce na
Wystgpowanie schorzen konczyn u ptakoéw. cz. 2. Magazyn Hodowcy, 2011,
1, 31-33.

Smiatek M., Tykatowski B., Stenzel T., Koncicki A. Zakazne zapalenie
nosa i tchawicy indykow (TRT) — poznaj... i kontroluj swojego wroga.

Polskie Drobiarstwo, 2011, 6, 32—35.

Tykatowski B., Stenzel T., Smiatek M., Pestka D., Koncicki A. Zaburzenia
rozwojowe u kur i indykow obserwowane podczas zajeé dydaktycznych z

przedmiotu Choroby ptakéw. Polskie Drobiarstwo, 2014, 8, 10-13.

Koncicki A., Tykatowski B., Smiatek M., Pomianowski A., Koncicka-
Swiderska K. DIAROSAN P (JHJ) w leczeniu biegunek u drobiu. Polskie
Drobiarstwo, 2014, 9, 67-72.

Tykatowski B., Lo$ A., Kapusto A. Nekrotyczne zapalenie jelit (NE) u
drobiu. Magazyn Hodowcy, 2016, 2, 28-31.
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Medycyny Weterynaryjnej UWM w Olsztynie. Szeleszczuk P. (red.): Teoria
1 praktyka koncepcji ,Jedno Zdrowie” w zrownowazonej produkcji
drobiarskiej. 1T Migdzynarodowa Konferencja Techniczna PROHEALTH,
17.06.2016 r., Jachranka, s. 134-140.

Smiatek M., Tykatowski B., Pestka D., Welenc J., Stenzel T., Koncicki A.
Ksztaltowanie sie odpornosci poszczepiennej przeciwko TRT u indykow o
roznym statusie immunologicznym. XV Kongres PTNW, 22-24.09.2016 r.,
Lublin, s. 490.

Welenc J., Smiatek M., Tykatowski B., Stenzel T., Koncicki A.
Mechanizmy odpornosci lokalanej w uktadzie rozrodczym u indyczek. XV
Kongres PTNW, 22-24.09.2016 r., Lublin, s. 500.
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Smiatek M., Kowalczyk J., Tykatowski B., Koncicki A. Mechanizmy
odpornosci poszczepiennej przeciwko TRT u indykow o rozZmym statusie
immunologicznym. 1 Sympozjum ,Zdrowe Zwierz¢ - Bezpieczna
Zywno$¢”. Krajowy Naukowy Osérodek Wiodacy (KNOW), 11-13.06.2017
r., Wierzba, s. 47-48.

Smiatek M., Burchardt S., Kowalczyk J., Tykatowski B., Koncicki A.
Mozliwos¢ redukcji stopnia infekcji bakteriami zoonotycznymi u drobiu
poprzez zastosowanie preparatow probiotycznych. Wyniki badan wtasnych
z zastosowaniem preparatu Lavipan (JHJ, Polska). Wieliczko A. (red.):
Aktualne problemy w patologii drobiu - stare i nowe wyzwania istotne w
produkcji drobiarskiej. 29-30.06.2017 r., Wroctaw, s. 49-56.

Stenzel T., Dziewulska D., Tykatowski B., Smiatek M., Kowalczyk J.,
Koncicki A. Ocena prewalencji i seroprewalencji cirkowirusa gotebiego
(PICV) u reprooodukcyjnych golebi pocztowych. Wieliczko A. (red.):
Aktualne problemy w patologii drobiu - stare i nowe wyzwania istotne w
produkcji drobiarskiej. 29-30.06.2017 r., Wroctaw, s. 124-128.

Dziewulska D., Stenzel T., Smiatek M., Tykatowski B., Kowalczyk J.,
Koncicki A. Ocena wphwu ekstraktu z aloesu i lukrecji na przebieg
zakazenia PPMV-1 u golebi. Wieliczko A. (red.): Aktualne problemy w
patologii drobiu - stare i nowe wyzwania istotne w produkcji drobiarskiej.
29-30.06.2017 r., Wroctaw, s. 129-132.

Kowalczyk J., Smiatek M., Dziewulska D., Stenzel T., Tykatowski B.,
Koncicki A. Bakterie z rodzaju Klebsiella spp. w patologii drobiu.
Wieliczko A. (red.): Aktualne problemy w patologii drobiu - stare i nowe
wyzwania istotne w produkcji drobiarskiej. 29-30.06.2017 r., Wroctaw, s.
141-143.

Koncicki A., Stenzel T., Koncicka-Swiderska K., Tykatowski B., Smiatek
M., Kowalczyk J. Algorytmy diagnostyczno-terapeutyczne w przebiegu
wybranych bakteryjnych chorob indykow. Szeleszczuk P. (red.): Il
Miegdzynarodowa Konferencja Techniczna PROHEALTH. Zréwnowazona

produkcja drobiarska w erze poantybiotykowej — czyli praktyczne
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alternatywy dla srodkow przeciwdrobnoustrojowych. 13-15.09.2017 r.,
Jachranka, s. 70-74.

Stenzel T., Kaczorek E., Szczucinska E., Dziewulska D., Kowalczyk J.,
Tykatowski B., Smiatek M., Koncicki A Algorytmy diagnostyczno-
terapeutyczne w przebiegu bakteryjnych chorob golebi. Szeleszczuk P.
(red.): III Miedzynarodowa Konferencja Techniczna PROHEALTH.
Zrownowazona produkcja drobiarska w erze poantybiotykowej — czyli
praktyczne alternatywy dla $rodkow przeciwdrobnoustrojowych. 13-

15.09.2017 r., Jachranka, s. 160-164.

Smiatek M., Tykatowski B., Dziewulska D., Kowalczyk J., Stenzel T.,
Gesek M., Koncicki A. TVP - aktualne dane na temat sytuacji
epidemiologicznej w stadach broilerow kurzych. Wieliczko A. (red.):
Aktualne problemy w patologii drobiu ze szczegdlnym uwzglednieniem

monitorowania zdrowia ptakow. 23-24.06.2018 r., Wroctaw, s. 24—26.

Dziewulska D., Stenzel T., Tykatowski B., Smiatek M., Kowalczyk J.,
Koncicki A. Ocena wphwu ekstraktu z aloesu i lukrecji na wybrane
mechanizmy odpornosci humoralnej i komorkowej u gotebi zakazonych
eksperymentalnie PPMV-1. Wieliczko A. (red.): Aktualne problemy w
patologii drobiu ze szczegdlnym uwzglednieniem monitorowania zdrowia

ptakow. 23-24.06.2018 r., Wroctaw, s. 132-137.

Kowalczyk J., Smiatek M., Tykatowski B., Dziewulska D., Stenzel T.,
Koncicki A. Wplyw okresu niesnosci indyczek reprodukcyjnych na transfer
przeciwcial matczynych na potomstwo. Wieliczko A. (red.): Aktualne
problemy w patologii drobiu ze szczegdlnym uwzglednieniem

monitorowania zdrowia ptakow. 23-24.06.2018 r., Wroctaw, s. 142-145.

Smiatek M., Kowalczyk J., Tykatowski B., Pestka D., Koncicki A.
Koncepcja odpornosci protektotypowej przeciwko zakazeniom wirusami
zakaznego zapalenia oskrzeli kur. Domanska-Blicharz K. (red.): Zakazne
zapalenie oskrzeli kur - ogbélno$wiatowy problem w przemysle
drobiarskim. 28-29.09.2018 r., Putawy, s. 35-36.
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Dziewulska D., Stenzel T., Smialek M., Tyklatowski B., Koncicki A.
Wplyw wybranych ekstraktow roslinnych na zakazenie PPMV-1 oraz na
odpornos¢  komorkowg u gofebi. Szeleszczuk P. (red.): VII Zlot
Kolumbopatologéw Polskich. Opieka nad zdrowiem stad golebi w UE —
gdzie jesteSmy i gdzie chcieliby$my by¢. 07-08.06.2018 r., Krakow, s. 108-
109.

Kowalczyk J., Smiatek M., Tykatowski B., Stenzel T., Koncicki A.
Struktura uktadu immunologicznego jajowodu indyczek reprodukcyjnych w
zaleznosSci od okresu niesnosci. Wieliczko A. (red.): 50. Jubileuszowa
konferencja naukowa - Aktualne problemy w patologii drobiu. 28-
30.06.2019 r., Polanica Zdro;j, s. 153-154.

Smiatek M., Kowalczyk J., Tykatowski B., Dziewulska D., Koncicki A.
Wphyw przeciwcial matczynych na rozwdj odpornosci poszczepiennej w
stosunku do aMPV u indykow szczepionych przeciwko TRT. XVI1 Kongres
PTNW ,,Omnia Autem Animalia Sunt”. 26-27.11.2021 r., Warszawa Ss.
347. Referat wygtoszony on-line.

Kowalczyk J., Smiatek M., Tykatowski B., Koncicki A. Wphw wieku
indyczek reprodukcyjnych na lokalne mechanizmy odpornosciowe w
jajowodzie. XVI Kongres PTNW , Omnia Autem Animalia Sunt”. 26-
27.11.2021 r., Warszawa s. 366. Referat wygtoszony on-line.

7. Oproécz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze poda¢ inne
informacje, wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowe;j.

7.1. Kierownik projektéw badawczych:

W latach 2021-2022: Grant finansowany przez NCN w ramach konkursu
Miniatura-5, pt. ,,Wptyw szczepien indykow przeciwko chorobie Mareka
na wybrane wskazniki odpornos$ci humoralnej i komérkowej” nr projektu

2021/05/X/NZ6/01304. Projekt w trakcie oceny koncowe;j.

W latach 2015-2016: Grant finansowany przez KNOW (Krajowy
Naukowy Osrodek Wiodacy) w ramach konkursu ESR1 (Early Stage

Research) pt. ,,Badanie mechanizmow pamieci immunologicznej u
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indykéw zakazonych wirusem krwotocznego zapalenia jelit (HEV)” nr

projektu UMO-KNOW2015/UWM/ESR1/01/1. Projekt zrealizowany.

W latach 2008-2010 Kkierownik projektu w ramach stypendium
doktoranckiego Marszatka Wojewodztwa  Warminsko-Mazurskiego
»DIINNO- zwigkszenie podazy technologicznej w wojewodztwie
warminsko-mazurskim poprzez stypendia dla doktorantéw” finansowane
przez samorzad wojewodztwa warminsko-mazurskiego i
wspotfinansowanych przez UE ze $rodkow Europejskiego Funduszu

Spotecznego ,,Kapitat Ludzki”.

W latach 2011-2012 kierownik projektu w ramach stypendium
doktoranckiego Marszatka Wojewodztwa  Warminsko-Mazurskiego
,DIINNO 2 - budowanie potencjatu spotecznego wysokiej klasy
specjalistow w wojewodztwie warminsko-mazurskim, finansowane przez
samorzad wojewodztwa warminsko-mazurskiego 1 wspotfinansowanych
przez UE ze s$rodkow Europejskiego Funduszu Spotecznego ,Kapitat

Ludzki”.

7.2. Wykonawca w projektach badawczych:

W latach 2009-2011: Grant pt. ,,Wptyw methisoprinolu i f-glukanéw na
wybrane parametry odporno$ci nieswoistej i wskazniki biochemiczne krwi
oraz na przebieg zakazenia adenowirusem krwotocznego zapalenia jelit
(HEV) u indykow”, nr projektu N N308 229636, MNISW. Projekt

zrealizowany.

W latach 2011-2014: Grant pt. ,,Znaczenie zwierzat wolno zyjacych jako
rezerwuaru bakteryjnych, wirusowych 1 pasozytniczych czynnikow
chorobotworczych dla ludzi i zwierzat domowych” — projekt badawczy
NR12 012610 - zadanie ,Ptaki wolnozyjace jako rezerwuar i wektor
Salmonella Typhimurium, Salmonella Enteritidis oraz Bordetella avium”;

finansowanego przez NCBIR. Projekt zrealizowany.

W latach 2011-2014: Grant pt. ,,Odporno$¢ swoista i nieswoista bton
$luzowych gérnych drég oddechowych oraz wptyw odpornosci naturalnej

biernej na rozwdj rezystencji poszczepienne] u pisklat indyczych
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uodpornianych przeciwko TRT” ; finansowanego przez NCN, nr projektu

UMO-2011/01/N/NZ6/05757. Projekt zrealizowany.

W latach 2014-2015: projekt badawczy pt. ,,Development of humoral and
cell-mediated immunity in broiler chickens immunized against aMPV,
NDV and IBV with the use of MSD Animal Health vaccines”,

finansowanego przez MSD Animal Health. Projekt zrealizowany.

W latach 2014-2017: Grant pt. “Innowacyjny biopreparat deodoryzujacy
dla drobiarskich pomieszczen produkcyjnych. Wplyw zwiazkow
odorowych na zdrowie zwierzat”; finansowanego przez NCBiR, nr

projektu PBS2/B8/14/2014. Projekt zrealizowany.

W latach 2014-2017: Grant pt. ,,Mozliwo$ci wykorzystania metioniny jako
zywieniowego czynnika ksztaltujacego potencjal antyoksydacyjny i
stymulujagcego  funkcje  systemu  immunologicznego  indykoéw”;
finansowanego przez NCN, nr projektu 2013/11/B/NZ9/02496. Projekt

zrealizowany.

W latach 2015-2018: Grant pt. “Ocena wptywu rekombinowanego biatka
kapsydu cirkowirusa got¢biego na ksztaltowanie si¢ wybranych zjawisk
odpornosciowych u golebi”; finansowanego przez NCN, nr projektu

UMO-2014/15/D/INZ6/02416. Projekt zrealizowany.

W latach 2017-2020: Grant pt. ,,Ocena efektywnosci programow
profilaktyki swoistej zakaznego zapalenia nosa 1 tchawicy (TRT), w
stadach indykow rzeznych o réznym statusie immunologicznym, w
konteks$cie rozwoju odpornosci przeciwzakaznej”; finansowanego przez

NCN, nr projektu UMO-2016/23/D/MZ6/00099. Projekt zrealizowany.

W latach 2018-2021: Grant pt. ,,Antyoksydacyjne i immunostymulujace
oddzialywanie zr6znicowanych poziomoéw i wzajemnego stosunku lizyny,
argininy 1 metioniny w mieszankach dla indykéw rzeznych”;
finansowanego przez NCN, nr projektu UMO-2017/27/B/NZ9/01007.

Projekt zrealizowany.

W latach 2018-2021: Grant pt. ,,Opracowanie strategii wykorzystania

alternatywnych zrodet biatka owadow w zywieniu zwierzat umozliwiajacej
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rozwdj jego produkcji na terytorium RP”’; finansowanego przez NCBIR, nr
projektu GOSPOSTRATEG1/385141/16/NCBR/2018. Projekt

zrealizowany.

W 2021 roku: Projekt badawczy pt. ,,Efektywnos¢ stosowania réznych
preparatow z krwi w zywieniu kurczat brojlerow” finansowanego przez
podmiot gospodarczy, firme¢ Deveris Polska Sp. z 0. 0. Projekt

zrealizowany.

Od 2021 roku: Grant pt. ,Czy golebie cirkowirusy (PiCV) moga
ewoluowa¢ na drodze rekombinacji w systemie chowu typu ‘one loft race’
?”; finansowanego przez NCN, nr projektu 2021/41/B/NZ6/00713. Projekt

w trakcie realizacji. Planowany termin zakonczenia grudzien 2023 r.

Od 2021 roku: Grant pt. ,,Odpowiedz uktadu immunologicznego i systemu
oksydoredukcyjnego indykéw zywionych dietami z lub bez dodatku
kocydiostatyku na wczesne podanie antybiotykow”; finansowanego przez
NCN, nr projektu 2020/39/B/NZ9/00765. Projekt w trakcie realizacji.

Planowany termin zakonczenia 2025 rok.

7.3. Stypendia, nagrody i wyro6znienia:

W 2008 roku - stypendium doktoranckie Marszatka Wojewodztwa
Warminsko-Mazurskiego ,,DrINNO- zwigkszenie podazy technologicznej
w  wojewodztwie warminsko-mazurskim poprzez stypendia dla
doktorantow” finansowane przez samorzad wojewddztwa warminsko-
mazurskiego 1 wspotfinansowanych przez UE ze srodkow Europejskiego

Funduszu Spotecznego ,,Kapitat Ludzki”.

W 2011 roku - stypendium doktoranckie Marszatka Wojewodztwa
Warminsko-Mazurskiego ,,DrINNO 2 — budowanie potencjatu spotecznego
wysokiej klasy specjalistow w wojewodztwie warminsko-mazurskim,
finansowane przez samorzad wojewodztwa warminsko-mazurskiego i
wspotfinansowanych przez UE ze $rodkow Europejskiego Funduszu

Spotecznego ,,Kapitat Ludzki”.

Nagroda Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych w 2008 roku za

wspoélautorstwo wybitnej monografii z zakresu nauk weterynaryjnych pt.
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,,Cardiovascular system diseases in turkeys” opublikowanej w Polish

Journal of Veterinary Sciences, 2008, 11 (3), 245-250.

Nagroda zespotowa II st. Rektora UWM w Olsztynie za osiggni¢cia w

dziedzinie naukowej w 2018 roku.

Nagroda Rektora UWM w Olsztynie za wyrdzniajace artykuly naukowe
opublikowane w 2019 roku.

Nagroda indywidualna Rektora UWM w Olsztynie za wyrdzniajacag si¢
publikacje naukowa wydang w 2020 roku.

Nagroda Rady Naukowej projektu Regionalna Inicjatywa Doskonatosci dla
wyrozniajacych zespotow badawczych za badania naukowe 1 prace

rozwojowe w 2021 roku w dyscyplinie WETERYNARIA.

Nagroda indywidualna Rektora UWM w Olsztynie za wyrdzniajace si¢
publikacje naukowe wydane w 2021 roku.

Nagroda za najlepsze wystgpienie plakatowe w Sesji Fizjologii 1 Patologii
Ptakow pt. ,,Wplyw szczepienia indykow przeciwko krwotocznemu
zapaleniu jelit na wybrane wskazniki odpornosci humoralnej i

komorkowej” podczas X VI kongresu PTNW 26-27 listopada 2021 r.

Nagroda Komitetu Nauk Zootechnicznych i Akwakultury Polskigj
Akademii Nauk w 2022 roku za osiagniecie naukowe: ,,Antyoksydacyjne i
immunostymulujace  oddzialywanie  zréznicowanych pozioméw i
wzajemnego stosunku lizyny, argininy i metioniny w mieszankach dla
indykéw rzeznych”, dla Zespotu badawczego w sktadzie: prof. dr hab. D.
Mikulski, prof. dr hab. K. Ognik, dr hab. P. Konieczka, dr hab. M. Krauze,
dr A. Stegpniowska, dr E. Cholewinska, dr B. Tykalowski, prof. dr hab. Z.
Zdunczyk, prof. dr hab. J. Juskiewicz.

Wyréznienie Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych za najlepsza
prace przegladowa opublikowang w 2022 r. w Medycynie Weterynaryjnej
pt. “Immunomodulacja jako narzedzie ograniczajgce antybiotykoterapie w
intensywnym chowie drobiu”. Medycyna Weterynaryjna, 2022, 78 (8),
369-375.
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Wyréznienie Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych za
wspotautorstwo pracy pt. ,, Wplyw metisoprinolu zastosowanego in ovo na
odsetek subpopulacji limfocytow T CD3*, CD4" i CD8" u indykow”
opublikowanej w Medycyna Weterynaryjna, 2008, 64 (12), 1157-1160.

Wyroéznienie Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych za
wspotautorstwo pracy pt. ,,Local immunity of the respiratory mucosal
system in chickens and turkeys” opublikowanej w Polish Journal of

Veterinary Sciences, 2011, 14 (2), 291-297.

Wyréznienie Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych za
wspoélautorstwo pracy pt. ,,The effect of different doses of methisoprinol
on the percentage of CD4" and CD8" T lymphocytes subpopulations and
the antibody titers in pigeons immunised against PPMV-1" opublikowane;j
w Polish Journal of Veterinary Sciences, 2011, 14 (3), 367-371.

Specjalizacje, szkolenia, kursy, certyfikaty:

Specjalista Chorob Drobiu i Ptakow Ozdobnych (2017 rok, WCKP PIW-
PIB w Putawach)

Szkolenie dla o0s6b odpowiedzialnych za planowanie procedur 1
doswiadczen oraz za ich wykonywanie oraz dla os6b u$miercajacych
zwierzgta wykorzystywane w procedurach nr certyfikatu: 1530/2015, Polskie
Towarzystwo Nauk o Zwierzgtach Laboratoryjnych PolLASA

Certyfikat znajomosci jezyka rosyjskiego nr 014248 od 2007 roku
Szkolenie z obstugi cytometru FACSCantio 11 (UWM 2009 rok)

Szkolenie z obstugi zintegrowanego systemu do analizy ptytek ELISPOT
(2010 rok)

Certyfikat ukonczenia kursu obstugi sortera komorek FACSAria 11 (Belgia,
2010 rok)

Certyfikat ukonczenia szkolenia z obstugi skanera Immunospot S6 Ultinate
do analizy ptytek metodg ELISPOT i FluoroSPOT (2022 rok)

Ukonczenie kursu pt. ,,Molekularne metody badan w mikrobiologii 1
wirusologii” (L6dz, 2009 rok)

Krotkoterminowe zagraniczne staze naukowo-szkoleniowe:

07-10.11.2011 r. Laboratoria i farmy indykow prarodzicielskich firmy

Hybrid (Hendrix Genetics Company), Kitchener, Ontario, Kanada oraz

115



Autoreferat: Barttomiej Tykatowski

farmy indykow rzeznych Ohio, USA; szkolenie z metod genetycznego
doskonalenia indykow oraz zarzadzania nowoczesng ferma drobiu
11-18.09.2015 r. Republika Potudniowej Afryki, warsztaty naukowo-
szkoleniowe w osrodkach rehabilitacji ptakéw wolnozyjacych z zakresu
zapobiegania i zwalczania chorob zakaznych

12-15.09.2016 r. Laboratoria R&D firmy Hipra, Amer, Hiszpania;
szkolenie z metod produkcji szczepionek oraz oceny odpornosci

poszczepienngj

7.6. Staze naukowo-szkoleniowe krajowe:

02.08-03.09.2021 r. Katedra Biochemii i Toksykologii Wydziatu Nauk o
Zwierzgtach 1 Biogospodarki UP w Lublinie; staz naukowy z zakresu
metod oznaczania wskaznikéw zmian oksydacyjnych i epigenetycznych we
krwi i narzadach kurczat i indykow. Wspolne opracowywanie metody
oznaczania przeciwcial matczynych w woreczkach zottkowych u pisklat
indyczych

01.08-02.09.2022 r. Katedra Biochemii i Toksykologii Wydziatu Nauk o
Zwierzetach 1 Biogospodarki UP w Lublinie; staz naukowy z zakresu
zastosowania metody immunoenzymatycznej do oznaczania wybranych
wskaznikow immunologicznych we krwi u indykow rzeznych
23.01-22.02.2023 r. Laboratorium SLW BIOLAB w Ostrodzie; staz
naukowo-szkoleniowy z zakresu zastosowania metod serologicznych i

molekularnych w diagnostyce chordb zakaznych drobiu

7.7. Wspoélpraca miedzynarodowa z firmami farmaceutycznymi i
producentami drobiu:

MSD Animal Health - badania szczepionek przeciwko aMPV, ND, IB

stosowanych w r6znych konfiguracjach u pisklat 1-dniowych

Boehringer Ingelheim - badanie bezpieczenstwa szczepionkek Dindoral
SPF i Prevexxion RN

Hendrix Genetics Company - badania odpowiedzi immunologicznej
przeciwko TRT u indykéw MDA- wylezonych z jaj importowanych z
Kanady
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e CEVA Sante Animale - badania bezpieczenstwa szczepionki Vectormune
ND u indykoéw

7.8. Wspélpraca krajowa:
7.8.1. Uczelnie, Instytuty, Szpitale:

e Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie, Katedra Biochemii i

Toksykologii Wydzialu Nauk o Zwierzgtach 1 Biogospodarki

e Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu, Katedra Chorob
Wewnetrznych z Klinika Koni, Psow 1 Kotow Wydziatu
Medycyny Weterynaryjnej

e Uniwersytet Jagiellonski w Krakowie, Zaktad Dermatologii

Dos$wiadczalnej i Kosmetologii
e PIW-PIB w Putawach, Zaktad Chorob Drobiu

e Instytut Zootechniki w Balicach, Zaktad Zywienia Zwierzat i

Paszoznawstwa

e Wojewodzki Specjalistyczny Szpital Dziecigcy w Olsztynie,
Zaktad Diagnostyki Laboratoryjnej, Pracownia Cytometrii

Przeptywowe;j

e Uniwersytecki Szpital Kliniczny w Olsztynie, Laboratorium
Badan nad Komodrkami Macierzystymi w Centrum Medycyny

Eksperymentalnej im. Emila Behringa

7.8.2. Firmy:

e Grelavi S.A. Ketrzyn - badania ukladu immunologicznego
prowadzone na indykach reprodukcyjnych i rzeznych, badania
mikrobiologiczne w zakladzie wylegowym 1 na fermach

reprodukcyjnych indykow

e JHJ Sp. z 0.0. Nowa Wie$ - badania preparatow Diarosan i

Lavipan

e AdiFeed z 0.0. Warszawa- badania preparatow AdiSalmoSOL
PF i AdiCoxSOL PF
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e DeVeris Warszawa - badania preparatow z krwi w zywieniu

kurczat brojleréw

e Proteon Pharmaceuticals — badania preparatow BAFACOL w
terapii kolibakteriozy i BAFASAL w terapii zakazen S.

Enteritidis i S. Typhimurium u drobiu

e Agrocentrum Sp. z 0.0. Kolno — badania pasz dla drobiu,

obstuga weterynaryjna ferm drobiu

S.A. Miawa - badania poubojowe kurczat

obstuga

e Wipasz

doswiadczalnych, badania pasz dla drobiu,

weterynaryjna ferm drobiu

6.1. Parametry naukowe dorobku:

e Laczna liczba punktow ministerialnych MNiSW/MNIE opublikowanych
artykutéw: 3183 pkt

e Laczny IF: 77,978

Zrédlo Calkowita liczba Liczba cytowal'l’ Indeks Hirsch’a
cytowan bez autocytowan
Web of Science (Core Collection) 382 291 10
Scopus 422 327 11
Google Scholar 454 = 12

Dane w powyzszym zakresie zostaly podane zgodnie z raportem bibliometrycznym
przygotowanym przez Oddzial Informacji Naukowej Biblioteki Uniwersyteckiej UWM w
Olsztynie 27.06.2023 r. oraz z ogdlnodostepnych baz danych.

PODPIS ZAUFANY

BARTLOMIEJ B B N BB
TYKALOWSKI %& 3 J ‘ (/[ / e /
28.08.2023 16:05:01 [GMT+2] oide H.O.O.{”. .l .......... .;/:l . .D..[’.b./? . h.
# Iggggir:e?tzgﬁgfriimy elektronicznie / 4
(podpis wnioskodawcy)
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