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Effect of leukotoxin Mannheimia haemolytica A1 on the inflammatory response in calves

Summary

The aim of this study was to estimate the effect of leukotoxin (Lkt) Mannheimia haemolytica A1 on the
inflammatory response in calves. The study was performed on 12 clinically healthy, Black and White Lowland
breed calves, aged 8 weeks. Each of the experimental animals received a single dose of 25ug of Mannheimnia
haemolytica A1 Lkt intravenously. The Lkt treated calves were compared with non-treated controls before (0)
and 1,2,3,4,5, 6, 12, 24, 48 and 72 h after the treatment. The following parameters were assayed: concentra-
tions of elcosanmds such as: prostaglandins E, and F, (PGE, PGF, ), thromboxane B, (TXB,) and leukotriene
B, (LTB,), as well as selected acute phase protelns (CRP Cp, Tf, Hp, SAA). The obtamed results showed that
the concentratlons of some acute phase proteins, such as Hp and SA,A and also eicosanoids (PGE,, PGF, ,
TXB,, LTB,), were significantly higher in comparison to the controls especially during the first 3-6 h after the

Lkt administration.
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Choroby uktadu oddechowego bydta, a w szczego6l-
nos$ci enzootyczna bronchopneumonia cielat (EBC) sta-
nowia obecnie wazny problem zdrowotny w odchowie
tych zwierzat w kraju i za granica.

W zlozonej etiologii enzootycznej bronchopneumo-
nii c1ela;[ obok usposabiajacych czynnikéw srodowisko-
wych rowniez liczne czynniki zakazne, takie jak wirusy
(BHV, BVDYV, PI-3, BSRV) i bakterle w tym myko-
plazmy (M. bovis, M. dispar, M. bovirhinis), odgrywaja
znaczaca rolg. Sposrod bakterii na szczegdlna uwage
zastuguje zwlaszcza Mannheimia (Pasteurella) haemo-
Iytica, ktorej serotyp Al odpowiedzialny jest za najbar-
dziej cigzkie postaci kliniczne choroby, konczace sig
niejednokrotnie szybkim zej$ciem Smiertelnym. Na sku-
tek infekcji tym zarazkiem dochodzi bowiem do roz-
leglych uszkodzen i zmian zapalnych tkanki ptucnej.
Powstaja one przede Wszystklm Ww nastgpstwie rozpadu
leukocytow bydlecych 1 dzialania na tkanki gospodarza
reaktywnych substancji uwalnianych z ich wngtrza (wol-
ne rodniki tlenowe, metaloproteazy, mediatory zapal-
ne). Rozpad biatych krwinek wywotywany jest natomiast
dzialaniem specyficznej egzotoksyny bakteryjnej pro-
dukowanej przez M. haemolytica Al, wykazujace]
szczegoblna predylekcije do leukocytow bydlqcych —stad
jej nazwa: leukotoksyna (Lkt) (1).

Lkt ]est biatkopodobna, termolabilng egzotoksyna
o masie czasteczkowej 102 kDa, oporna na dziatanie
tlenu, nieprzesaczalng 1 rozpuszczalnq w wodzie (13).

Szczyt jej produkcji przypada na 6 h po zakazeniu, tj.
podczas logarytmicznej fazy wzrostu M. haemolytica
Al. Lkt zaliczana jest do rodziny tzw. odtwarzalnych
toksyn (RTX — repeats in toxin) o silnych wlasciwos-
ciach cytolitycznych, specyficznych w odniesieniu do
przezuwaczy (13, 17). Mechanizm jej dzialania, jak si¢
przyjmuje, polega na tworzeniu mlkroskopljnych por
w blonie komorkowej leukocytow, umozliwiajacych
przenikanie jonéw Ca** do komorki, wzrost ci$nienia
osmotycznego w cytoplazmie i w konsekwencji rozpad
komorki (6).

Kliniczne przypadki enzootycznej bronchopneumo-
nii, w ktorych wspotuczestniczy M. haemolytica sero-
typ Al, cechuja si¢ zwykle ciqZkim przebiegiem. U cho-
rych 01ela;[ stwierdza si¢ najczesciej wysoka goraczke,
Sluzowo-ropny lub ropny wyptyw z nosa, tzawienie,
wystgpowanie bolesnego kaszlu z objawami ostre;j dusz-
no$ci oraz ostabienie i apati¢. U niektérych zwierzat
wystapi¢ tez moze wodnista biegunka, a chore zwierze-
ta nie wykazuja checi do pobierania pokarmu; apetyt
jest znacznie uposledzony lub obserwuje si¢ jego brak.

Zakazenia M. haemolytica A1 u bydta maja duze zna-
czenie epidemiologiczne 1 gospodarcze. Z tego powodu
sa one przedmiotem zainteresowan wielu osrodkow
naukowych na $wiecie. Mimo to wiele zagadnien zwia-
zanych z udzialem tego zarazka, a w szczego6lnosci jej
egzotoksyny w patogenezie choroby pozostaja do dzi$
nie w pelni wyjasnione.
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Celem badan byta ocena Tab. 1. Srednie stezenia wybranych bialek ostrej fazy (APP) w surowicy krwi cielat otrzy-

wptywu leukotoksyny M. hae- mujgcych leukotoksyne (Lkt) M. haemolytica Al (grupa I) i kontrolnych (grupa II)
molytica Al na odpowiedz : Parametry
zapalna u cielat. s
Obserwacji CRP (mg/l) Cp (IU) Tf (g/dl)
Materiat i metody {h) gr. | gr. Il or. | gr. I or. | gr. Il

Badania wykonano na 12 cie- 0 52,10 £3,11 | 50,11 £3,02 | 59,12:0,91 | 58,10 1,02 | 2,8+0,10 | 2,9 0,40
letach rasy ncb, w wicku 8 ty- 1 53,40 + 3,60 | 49,92 4,11 | 60,51 +1,11 | 53,40+1,60 | 2,4:0,90 | 3,00,80
godni, podzielonych na dwie
réwne grupy. Cieletom w grupie 2 55,11£3,11 | 50,10+3,18 | 62,13+1,18 | 5511 +1,11 | 220,60 | 280,70
I podano dozylnie leukotoksyne 3 58,10 + 4,13 | 55,17 +4,30 | 63,10 2,30 | 58,10 +1,13 | 2,0z 0,30 2,6 + 0,60
(Lkt) M. haemolytica Al w jed- 4 56,70 £ 4,17 | 54,913,290 | 63,90:2,22 | 59,70£117 | 1,9£030 | 2,420,10
norazowej dawce 25 pg/zw. po
rekonstytucji ]e] 1i0ﬁ1izatu wja_ 5 57,85 Re 4,13 56,13 &3 3,22 64,10 &3 2,28 58,81 &3 2,13 1,8 + 0,10 2,4 &2 0,90
towym ptynie fizjologicznym. 6 54,24 +3,01 | 48,98 4,02 | 60,02£1,92 | 57,20£2,01 | 2,0£0,20 | 2,9:0,40
Leukotoksyng uzyskiwano z su- 12 53,13+3,10 | 5359510 | 59,51:0,98 | 5512110 | 2,3:0,80 | 3,00,60
pernatantu 4,5 h hodowli referen-
cyjnego szczepu M. haemolytica 24 51,12+4,10 | 48,99 532 | 60,01+1,30 | 56,0089 | 2,2:050 | 2,600
Al na podiozu RPMI 1640 wg a8 5218410 | 50,104,23 | 58,90 1,28 | 5719090 | 24x0,60 | 2,4:090
metody opisanej przez Clinken-
beard i wsp. (5) z modyfikacja- 72 51,19+4,51 | 51,14+4,05 | 58,14 +1,02 | 59,10+1,51 | 250,30 | 220,70

mi Urban-Chmiel i wsp. (19).

Cieleta grupy II stanowily kontrolg i otrzy- Tab. 2. Srednie stezenia wybranych bialek ostrej fazy (APP) w surowicy krwi

maty w tym samym czasie, w porownywalnej do

cielat otrzymujacych leukotoksyne (Lkt) M. haemolytica Al (grupaI) i kon-

Lkt objetosci, placebo w postaci jalowego ptynu  trolnych (grupa II)

fizjologicznego. Od wszystkich cielat pobierano

krew do badan laboratoryjnych. Pierwsze pobra- Czas Farapity

nie, tzw. zerowe (0), wykonano bezposrednio | obserwacii SAA (mg/ml) Hp (mg/ml)

przed podaniem Lkt, a nastgpne co godzing do (h) or. | or. 1l or. | or. 1l

6 h po jej podaniu. Po uplywie 12,24, 48172 h 17,33 £ 7,41 15,13 + 5,41 0,49 £ 0,15 0,42 + 0,04
krew zostata pobrana ponownie.

W surowicy krwi cielat oznaczono poziom od- 1 18,33 + 6,40 16,13 + 5,40 0,59 £ 0,15 0,43 £ 0,04
pOWiedniCh mediatoréw k’askady.kw.f:lsu arachi- 2 45,19 + 18,06* 18,50 = 5,30 1,24 £ 0,71* 0,41 £ 0,05
donowego, tj. eikozanoidow, takich jak: proza- . X
palne prostaglandyny E, (PGE,) i F, (PGF, ), 3 42,63 + 19,54 10,00 = 4,40 1,28 £ 0,73 0,44 £ 0,03
tromboksan B, (TXB,) i leukotrien B, (LTB,) 4 36,38 + 11,87* 15,25 + 6,84 1,25 + 0,50* 0,58 + 0,14
z wykorzystaniem testu 1mmun0&;nzymatycz— 5 39,44 + 12,55* 14,33 + 5,10 1,21 £ 0,50* 0,52 + 0,12
nego firmy R&D Systems (PGE, i LTB,) oraz . .

Cayman (PGE2 i PGF,). ' ‘ 6 63,95 + 25,45 29,50 = 8,50 1,06 = 0,23 0,53 + 0,13

Ponadto przebadano wybrane biatka ostrej 12 16,00 + 5,71 0,00 = 0,00 0,40 = 0,04 0,64 + 0,19
fazy (APPs), takie jak: biatko C-reaktywne 24 11,80 + 4,92 0,00 = 0,00 0,45 £ 0,19 0,50 £ 0,21
(CRP), ceruloplazming (Cp), transferyne (Tf),
haptoglobuhnq (Hp) 1 Surowiczy amyl()ld A 48 1 ,50 53 4,80 2,25 e 0,18 0,40 et 0,09 0,65 e 0,25
(SAA) przy uzyciu testow immunoenzymatycz- 72 9,83 + 2,21 2,70 + 1,65 0,36 + 0,10 0,56 + 0,12

nych firmy Borpol (CRP, Cp, Tf) oraz Tridelta
(Hp, SAA).

Oceng statystyczna otrzymanych wynikow
przeprowadzono z zastosowaniem S$redniej arytmetycznej (X)
i odchylenia standardowego (+ SD), a istotno$¢ réznic pomig-
dzy porownywanymi $rednimi z poszczegolnych grup zwie-
rzat obliczono z wykorzystaniem testu -Studenta przy p < 0,05.

Wyniki i oméwienie

W badaniach odpowiedzi zapalnej u cielat w nastgp-
stwie podawania im Lkt M. haemolytica A1 przesledzo-
no ksztaltowanie si¢ poziomdéw wybranych biatek ostrej
fazy (APPs), takich jak: biatko C-reaktywne (CRP), ce-
ruloplazmina (Cp) i transferyna (Tf) oraz tych uwaza-
nych za najbardziej indykatorowe dla bydta, tj. surowi-
czego amyloidu A (SAA) i haptoglobuliny (Hp). War-
tosci tych parametréw podano w tab. 1 i 2. Ponadto
badano tez ksztattowanie si¢ specyficznych mediatorow

Objasnienie: * —p < 0,05

zapalnych kaskady kwasu arachidonowego, tzw. eiko-
zanoidoéw, oceniajac w tym przypadku zmiany w kon-
centracjach prozapalnych prostaglandyn PGE, i PGF,
oraz tromboksanu TXB, i leukotrienu LTB,. Wymkl tych
badan przedstawiono w tab. 3.

W przebiegu doswiadczenia nie zaobserwowano w za-
sadzie istotnych zmian w odniesieniu do pierwszych
trzech wymienionych biatek ostrej fazy, tj. CRP, Cp 1 Tf
(tab. 1). Wartosci tych wskaznikow w obu grupach zwie-
rzat ksztattowaty si¢ podobnie, cho¢ z niewielka, za-
uwazalna tendencja wzrostowa u cielat doswiadczalnych
dla CRP 1 Cp oraz znizkowa dla Tf. Ten nieznaczny
spadek utrzymywatl si¢ do 5 h obserwacji. Notowane
roznice nie byly jednak istotne statystycznie w porow-
naniu do kontroli.
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Tab. 3. Srednie stezenia eikozanoidéw w surowicy krwi cielat otrzymujacych leukotoksyne (Lkt) M. haemolytica A1 (grupa I)
i kontrolnych (grupa II)

Parametry
Gzas °'(’:)‘"‘"a““ PGE, ( ng/mi) PGF,, (ng/mi) TXB, (ng/mi) LTB, (ng/mi)
gr. | gr. Il gr. | gr. Il gr. | gr. Il gr. | gr. Il
0 9,17 + 3,37 9,50 = 3,97 0,67 + 0,21 0,57 + 0,28 28,00 +9,04 | 29,60 +10,68 | 1,17 £ 0,20 1,91 + 0,61
1 21,17 £ 5,37* 9,52 + 3,97 6,10 + 2,21* 0,54 +0,18 | 79,00 + 38,0* | 30,60 + 12,00 | 2,19 +1,20 2,00 + 0,61
2 23,33 +6,29* | 9,53+4,24 6,68 + 0,18* 0,54+0,18 | 82,00 +17,7* | 48,27 + 21,83 | 2,57 + 0,98 2,29+£0,99
3 19,33 £4,31* | 10,43 + 4,59 3,16 £ 0,05* 0,22 + 0,08 | 58,53 +7,94* | 15,47 + 7,40 2,92 + 0,31 2,04 £0,74
4 16,00 +1,41* | 7,20 + 3,83 0,88 +0,12* 0,16 + 0,02 28,20 +1,98 | 21,46 + 9,64 558+0,1* 1,67 + 0,02
5 16,83 + 3,69* | 4,90 + 1,51 0,43 + 0,11 0,32 +0,06 | 30,67 +10,73 | 28,80 + 8,45 9,00 + 2,2* 2,84 £0,18
6 12,03 £ 5,52* | 3,66 +1,23 0,23 + 0,05 0,21 +0,08 | 32,33 +12,62 | 41,20 + 18,36 | 1,63 + 0,49 1,75 + 0,05
12 0,53 = 0,23 1,30 + 0,82 0,44 = 0,21 0,29 +0,06 | 73,33 +13,01 | 53,07 + 23,32 | 0,31 +0,13 0,37 £ 0,10
24 1,07 + 0,96 2,27 +1,56 0,50 + 0,01 0,28 +0,09 | 29,80 +11,60 | 47,40 + 20,19 | 0,25 + 0,06 0,40 + 0,20
48 3,20 + 1,48 4,24 + 2,76 0,28 + 0,09 0,38 £ 0,19 14,50 £ 4,95 | 19,53 + 5,71 0,40 + 0,32 0,31 0,12
12 3,28 £+ 1,59 5,28 +1,78 0,39+ 0,16 0,30 + 0,12 17,40 + 0,85 | 13,20 + 6,47 0,37 + 0,08 0,30 + 0,12

Objasnienie: jak w tab. 1.

W odniesieniu do pozostatych bardziej indykatoro-
wych dla bydta APPs, tj. SAA i Hp, notowane zmiany
byly statystycznie istotne u cielat otrzymujacych Lkt
(tab. 2). U zwierzat tych SAA zwigkszat si¢ stopniowo
w ciagu pierwszych 6 h po podaniu im egzotoksyny.
Podobne zalezno$ci wykazano réwniez w odniesieniu
do Hp i w tym przypadku poziom tego biatka wzrastat
sukcesywnie, osiagajac jednak maksymalne warto$ci juz
w 3 h po podaniu Lkt. Nastepnie jego wartosci stopnio-
wo obnizaly sig, przy czym jeszcze w 6 h byly istotnie
wyzsze niz w kontroli.

W odniesieniu do zmian koncentracji eikozanoidéw
(tab. 3) wykazano, ze stezenie PGE, w surowicy cielat
wzrosto wyraznie juz w pierwszych dwoch godzinach
po zastosowaniu Lkt 1 utrzymywato si¢ na istotnie wyz-
szym poziomie az do 6 h, mimo Ze wartosci te byty nie-
co nizsze niz na poczatku. W grupie kontrolnej nato-
miast przez caly okres obserwacji parametr ten byt bar-
dziej stabilny. Druga z badanych prostaglandyn PGF,,
zachowywata si¢ podobnie, wzrastajac dziesigciokrot-
nie w dwoch pierwszych godzinach, a nastgpnie utrzy-
mujac swoj podwyzszony poziom do 5 h po podaniu
Lkt. Dla przyktadu, w grupie kontrolnej wartosci jej byty
istotnie nizsze, szczegolnie w ciagu pierwszych 4 h. Ste-
zenia TXB, oraz LTB, w surowicy cielat otrzymujacych
Lkt ulegty rowniez podwstzeniu przy czym warto$ci
ich byly istotnie wyzsze tylko w ciagu pierwszych trzech
godzin dla pierwszego z parametrow oraz w 4-5 h dla
drugiego z nich.

Lkt zaliczana jest do grupy tzw. odtwarzalnych tok-
syn (RTX) o silnych wlasciwosciach cytolitycznych dla
przezuwaczy (2, 13) 1 uszkadzajacych komorki fagocy-
tarne (PMNL) gromadzace si¢ w drogach oddechowych
w odpowiedzi na zakazenie. Leukotoksyna M. haemo-
Iytica wiaze si¢ z leukocytami bydta, przylaczajac sig
do podjednostki CD18 leukocytarnego receptora f3,-in-
tegryny. B,-integryna, czyli czastka adhezyjna o koespre-

sji CD11a/CD18, okreslana tez jako LFA-1 (leukocyte
function associated antygen), zlokalizowana jest na po-
wierzchni neutrofilow 1 odpowiedzialna za adhezj¢ do
srodbtonka naczyn krwionos$nych, dla ktorej ligandem
jest ICAM-1 i ICAM-2 (intracellular adhesion mole-
cules) (15, 18). Zwiazanie si¢ leukotoksyny aktywuje
szereg wewnatrzkomorkowych szlakow przewodzenia
sygnatow, z ktorych czgs$¢ pobudzana jest rowniez w na-
stgpstwie przytaczenia sig lipopolisacharydu M. haemo-
Iytica do okreslonego receptora (2, 13). Dalsze dziata-
nie Lkt polega na tworzeniu mikroskopijnych por w bto-
nie komodrkowej leukocytow i innych komoérek immu-
nokompetentnych (makrofagi pl’ucne) umozliwiajacych
niekontrolowane wnikanie j jonow Ca do ich wngtrza.
Prowadzi to w krotkim czasie do wzrostu ci$nienia
osmotycznego w cytoplazmie tych komorek, nieodwra-
calnych uszkodzen, a w koncowej fazie catkowitego ich
rozpadu (6). Wydaje si¢ jednak, ze leukotoksyna M. hae-
molytica zapoczatkowuje proces obumierania leuko-
cytow krwi obwodowej bydla nie tylko na drodze na-
ptywu wapnia do ich wnetrza, co aktywuje réwniez
fosfolipaze A, i uwalnianie kwasu arachidonowego.
W konsekwencji dochodzi do uwolnienia catej gamy
prozapalnych mediatoréw — pochodnych tego kwasu
(eikozanoidow), ale takze poprzez niekorzystne oddzia-
tywanie na mitochondria komorkowe.

Wplyw Lkt na produkcje i zwigkszone uwalnianie
mediatorow zapalnych kaskady kwasu arachidonowego
wykazano tez w badaniach wtasnych. Sposrod bada-
nych eikozanoidow stwierdzono bowiem istotne pobu-
dzenie produkcji prozapalnych prostaglandyn PGE,
i1 PGF, oraz tromboksanu TXB, zaobserwowane juz
w ciagu pierwszej godziny po podaniu egzotoksyny.
Poziom pierwszego mediatora (PGE)) zwigkszyt sig
ponad dwukrotnie (21,17 ng/ml), podzobme tez TXB,
(79,0 ng/ml), aprostaglandyny PGF, azprawie 13 krot-
nie (6,10 ng/ml) w poréwnaniu z grupq kontrolna, w kto-
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rej wynosit on, odpowiednio: 9,52, 30,60 i 0,54 ng/ml.
Nieco mniej nasﬂony stymulujqcy ‘efekt zaobserwowa-
no w odniesieniu do innego mediatora, tj. leukotrienu
LTB, po 4-5 godzinach od iniekcji Lkt. Nalezy jednak
podkresli¢, ze leukotrien ten ma istotne znaczenie pro-
immunologiczne jako silny chemoatraktant neutrofilow.
Tak wigc jego dziatanie mozna wigza¢ w zasadzie z ko-
rzystnym wplywem na organizm w zakresie odpornosci
komorkowej odnosnie do fagocytozy. Natomiast w kon-
tekécie do zmian patologicznych inicjowanych dziata-
niem Lkt najwazniejszymi eitkozanoidami w patomecha-
nizmie przemian zapalnych wydaja si¢ produkowane
w nadmiarze prostaglandyny PGE, i PGF, , ktorychrola
w procesie zapalenia jest trudna do przecenienia (1).
Prostaglandyna PGE, wptywa bowiem bezpo$rednio na
osrodki termoregulacyjne w podwzgdrzu, prowadzac do
zwigkszenia produkcji ciepta w organizmie i w konsek-
wencji do pojawienia si¢ goraczki. Z kolei obie prosta-
glandyny w przebiegu zapalenia ptuc istotnie pobudza-
ja tzw. przesiakanie naczyniowe, prowadzac w konsek-
wencji do pojawiania si¢ zmian obrzgkowych tkanki
ptucnej z towarzyszaca niedodma, najczesciej dobrzusz-
nych platow ptuc. Obnizaja one ponadto znaczaco prog
pobudliwosci nocyceptoréw w zakonczeniach czucio-
wych nerwu blednego, dajac w efekcie zwigkszong wraz-
liwo$¢ na bol oraz wzrost pobudliwosci skurczowe;
migsniowki gladkiej oskrzeli i zwigkszona podatnosé
na tzw. bronchospazmy. Niemniej wazny jest rowniez
stymulujacy efekt tych prostaglandyn w produkcji $lu-
zu oskrzelowego, ktorego nadmiar, zalegajac w ptucach,
uposledza wymiang gazowa i sprzyja licznym powikta-
niom. Wszystkie te niekorzystne efekty powstajace na
skutek dziatania prozapalnych eikozanoidéow toru cy-
klooksygenacji kaskady kwasu arachidonowego, czyli
tzw. prostanoidow X, poglebiaja 1 zaostrzaja istotnie
przebieg zapalenia, utrudniajac przy tym skuteczne jego
leczenie.

Warto nadmieni¢, Zze omowione wyzej, w wigkszos-
ci niekorzystne efekty dziatania mediatorow zapalnych,
glownie PGE, 1 PGF, , pojawiaja sig¢ w nastgpstwie dzia-
fania duzych dawek Lkt. Natomiast przy niskich stgze-
niach tej egzotoksyny leukocyty po poczatkowym po-
budzeniu ulegaja nast¢pnie naturalnie przebiegajacej
apoptozie i przyjmuja posta¢ niewielkich cialek zwia-
zanych z blona komorkowa, a nastgpnie moga by¢ bez-
piecznie fagocytowane. Duze dawki Lkt, poréwnywal-
ne ze stosowanymi w badaniach wlasnych, nasilaja ten
proces i produkcj¢ mediatorow zapalnych, a leukocyty
gina na skutek obrzeku i ostatecznego rozpadu komor-
ki. Uwalniane z rozpadtych leukocytow enzymy prote-
olityczne i rozmaite mediatory nasilaja proces zapalny,
prowadzac do rozwoju zmian patologicznych w tkance
ptucnej z jednoczesnym aktywnym naplywem komorek
efektorowych (PMNL, limfocyty) do $wiatta oskrzeli.
Widocznym przejawem takiego dzialania jest rowniez
wyrazny wzrost odpowiednich markeréw odczynu za-
palnego. W badaniach wtasnych manifestowato si¢ to
wzrostem wybranych biatek ostrej fazy (APPs), szcze-
gblnie SAA 1 Hp, a takze omowionych juz pokrotce pro-
zapalnych mediatorow eikozanoidowych.
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Biatka ostrej fazy sa grupa biatek, ktorych poziom
wzrasta w ostrych stanach zapalnych, a po ich wygas-
nigciu szybko wraca do normy (14). Obserwowano to
réwniez w badaniach wtasnych, w ktorych najbardziej
charakterystyczne dla bydta SAA i Hp normalizowaty
si¢ juz w 12 h po podaniu Lkt. Charakterystyczna cecha
Hp u bydta (podobnie u owiec i kéz) jest, ze u okoto
50% osobnikow zdrowych wystgpuje ono w ilosciach
niemierzalnych (,,0”), a u pozostatych jej poziom zwy-
kle nie przekracza 0,05-0,1 g/dm’ surowicy (8). Zblizo-
ne warto$ci notowano w badaniach wtasnych w odnie-
sieniu do zwierzat kontrolnych. Wiadomo tez, co po-
twierdzaja rowniez badania wlasne, Ze koncentracja Hp
wzrasta w szybkim tempie w ciagu kilku godzin od za-
dziatania bodZca zapalnego i moze zwigkszy¢ si¢ nawet
100-krotnie (7). Praktyczna nieobecno$¢ Hp u zwierzat
zdrowych i szybki, wielokrotny wzrost stgzenia w sta-
nach zapalnych stanowia o jej wysokiej atrakcyjnosci
w diagnostyce u przezuwaczy. Wzrost st¢zenia Hp jest
zwykle wprost proporcjonalny do nasilenia objawow
klinicznych/ostrosci procesu (11). Poziom haptoglobu-
liny w surowicy krwi cielat zalezy tez od rodzaju cho-
roby i jej przebiegu oraz podjetych metod i postepow
w leczeniu. Wykazano m.in. przydatno$¢ oznaczania
tego parametru w monitorowaniu leczenia zapalen ptuc
u cielat (20). Cielgta z klinicznymi objawami zapalen
uktadu oddechowego bez réznicowania charakteru za-
kazenia miaty $rednio 0,67 g Hp/dm®. Po podaniu im
antybiotykdéw poziom Hp spadat, co wskazuje, ze Hp
moze by¢ indykatorem afektywnosci antybiotykotera-
pii. Nie zawsze jednak Hp spadat do zera, kiedy objawy
choroby cofaty si¢ (klinicznie stwierdzono wyzdrowie-
nie). Natomiast w przypadku eksperymentalnych zaka-
zen cielat M. haemolytica notowano rézne koncentra-
cje tego biatka. W skojarzonych infekcjach z BRSV-1
$rednie stezenie Hp wynosito 0,661 g/dm’ u cielat, kto-
re przezyly (0,414-0,908 g/dm?) oraz $rednio 2,812 g/
dm?® u zwierzat, ktore padly (1,57-4,045 g/dm?), przy
czym jej zmiany byty proporcjonalne do intensywnosci
objawow (9). Z kolei przy eksperymentalnych monoin-
fekcjach cielat tylko za posrednictwem M. haemolytica
po 12 godzinach obserwowano wzrost Hp do poziomu
0,5 g/dm’ u cielat, ktore przezyly oraz powyzej 0,6 g/
dm® u tych, ktore padly.

SAA od kilku lat wzbudza duze zainteresowanie jako
wyjatkowo przydatny parametr zmian zapalnych u byd-
ta. U tego gatunku zwierzat w stanach zdrowia nie prze-
kracza on zwykle poziomu 5 mg/ dm’. Do wzrostu jego
poziomu, jak si¢ uwaza, dochodzi zwykle juz po 4-5
godzinach. W badaniach wtasnych maksymalny wzrost
SAA notowano natomiast po 6 h. Dla przyktadu, w ba-
daniach Boosman i wsp. (4) poziom SAA wzrastat po
5 h od dozylnego podania endotoksyny, a szczyt osia-
gal po 17-20 h. Wskazuje to na jego dobra przydatnos¢
we wczesnej diagnostyce stanéw zapalnych u bydta. Dla
poréwnania, w badaniach wiasnych, w ktorych zastoso-
wano dozylnie egzotoksyne (Lkt), jego szczyt obserwo-
wano po 6 h, a po 12 h poziom SAA powrécil w zasa-
dzie do wartosci wyjsciowej. To réwniez potwierdza
jego wyjatkowa przydatnos¢ jako wezesnego wskazni-
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ka zapalenia. Z kolei Horadagoda i wsp. (12) w doswiad-
czalnym zakazeniu cielat Pasteurella haemolytica Al
(obecnie Mannheimia haemolytica) wykazali co naj-
mniej 10-krotny wzrost SAA w pierwszych 24 godzi-
nach po iniekcji. Maksymalny poziom SAA (ponad 140
mg/dm?) wystapit po 48 h, po czym nast¢powat stosun-
kowo szybki spadek jego koncentracji. Wykazano tez,
ze ponad 90% surowiczego SAA w tych badaniach byto
zwiazane z frakcja HDL. U 6 zakazonych cielat nastg-
powat wzrost SAA z ilosci bardzo niskich (ponizej 10
mg/dm?), do ok. 70 mg/dm? juz po 12 h, a po 36-48 h do
ok. 130 mg/dm’. U zwierzat w warunkach terenowych
stwierdzono nawet wyzsze koncentracje SAA, co wska-
zuje, ze odpowiedz zapalna na zakazenie doswiadczal-
ne nie byta maksymalna. Warto réwniez dodaé, ze po
doswiadczalnym zakazeniu cielat innym waznym czyn-
nikiem zakaznym EBC, takim jak wirus BRS, docho-
dzilo tez do silnej odpowiedzi SAA 1 Hp, natomiast
szczyt ich uwalniania nastgpowat po 7-8 dniach. Odpo-
wiedz Hp byta wowczas Scisle skorelowana z ostroscia
przebiegu, a SAA reagowal najszybciej na infekcjeg (10).

Z innych waznych w badaniach wlasnych markerow
zapalenia podobnie jak omdwione biatka ostrej fazy
zachowywaly si¢ tez eikozanoidy. Ich istotny wzrost
w surowicy po podaniu cielgtom Lkt byt wynikiem
bezposredniego zwiazania si¢ tej egzotoksyny z blona
komorkowa leukocytow bydlecych za posrednictwem
B,-integryny i uruchomienia w obrgbie tych komorek
szlakow enzymatycznych prowadzacych do produkcji
1 uwalniania mediatorow w torze cyklo- (COX-1,
COX-2) i lipooksygenacji kaskady kwasu arachidono-
wego. Leukotoksyna M. haemolytica pobudza bowiem
skutecznie granulocyty obojetnochtonne do syntezy
leukotrienu B, (LTB,) bedacego waznym czynnikiem
chemotaktycznym dla neutrofilow, aktywizujacym ich
wzmozong migracj¢ do miejsca zapalenia. Mediator ten
zwigksza m.in. zdolnosci chemotaktyczne, ruchliwo$¢
1 przyleganie tych komoérek do $rédbtonka naczyn.
Wspoétuczestniczy w ekspresji leukocytarnych czaste-
czek adhezyjnych, umozliwiajac migracj¢ netrofilow
i innych komorek uktadu biatokrwinkowego pomigdzy
komorkami $rodbtonka droga diapedezy z tozyska na-
czyniowego do ogniska zapalnego. Ponadto czynnik ten
zwigksza istotnie zdolnosci fagocytarne netrofilow zwia-
zane z pobudzeniem ich do chemotaksji oraz wewnatrz-
komodrkowego zabijania pochtonigtych patogenow. Leu-
kotrien LTB, w odr6znieniu od innych eikozanoidow,
gtownie prostaglandyn, podwyzsza prog pobudliwosci
nocyceptoréw, co pozwala utrzymac¢ stan mleJSCOWGJ
analgezji oraz poprawi¢ komfort funkcjonowania orga-
nizmu w przebiegu zapalenia. W wyniku cyklooksygen-
cji powstaje rowniez tromboksan (TXB,), ktorego po-
ziom wzrasta na skutek podawania Lkt, co wykazano
takze w badaniach wlasnych. TXB, odpowiedzialny jest
przede wszystkim za przyleganie trombocytow do §cian
naczyn krwiono$nych oraz za procesy krzepnigcia. Jego
nadmierne dziatanie w procesie zapalenia prowadzi¢
jednak moze do powstawania zmian zakrzepowo-zato-
rowych w naczyniach krwiono$nych pluc, a nawet do
zakrzepicy notowanej w zakazeniach P. multocida (1).
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Z kolei prostaglandyny, ktorych istotny wzrost zaobser-
wowano w badaniach wiasnych, sa waznymi mediato-
rami fazy naczyniowej zapalenia. Rozszerzaja naczy-
nia, wpltywaja na przepuszczalno$¢ naczyn i uwrazli-
wiaja receptory bolowe. Ponadto moga modulowac
funkcje immunologiczne limfocytow, gldwnie na dro-
dze hamowania wytwarzania interleukiny 2 przez lim-

focyty T (16).

W nastgpstwie podawania cielgtom leukotoksyny
(Lkt) Mannheimia haemolytica A1 doszto sposréd ba-
danych bialek ostrej fazy do znaczacego podwyzszenia
koncentracji SAA i Hp oraz zwigkszenia produkcji
1 uwalniania eikozanoidéw, tj. markerow zapalenia kas-
kady kwasu arachidonowego.
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