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Cooperative interactions among lysozyme, C-reactive protein and ceruloplasmin
in the immune response of suckling piglets

Summary

The aim of the present study was to determine the cooperative interactions among some non-specific
humoral factors participating in the immune response of healthy suckling piglets and piglets with diarrhea
caused by E.coli at different ages. A total of 168 hybrid piglets (aged 12 to 18 days and 19 to 25 days), clinically
healthy and suffering from diarrhea, were examined. The serum levels of lysozyme, ceruloplasmin (CP) and
C-reactive protein (CRP) were determined in randomly selected sibs (clinically healthy piglets and piglets
with diarrhea). Feces samples were taken from piglets with diarrhea to identify E. coli strains. A positive
correlation between lysozyme activity and the serum concentration of CP was observed in healthy animals.
This shows that over the experimental period the values of both these indices increased along parallel lines at
a relatively stable CRP level. Elevated serum levels of lysozyme, CP and CRP in piglets with diarrhea caused
by E. coli, as compared with healthy piglets, reflected the participation of these non-specific humoral factors
in the immune response against E. coli. The increase in lysozyme activity, resulting from the immune response,
was parallel to the increase in CP concentration (a positive correlation), but not parallel to the increase in
CRP concentration (a negative correlation). These changes were found to be age-related. In younger piglets,

the lysozyme activity was significantly correlated with CRP level but in older ones with level of CP.
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Prosigta w 2.-3. tygodniu zycia sa szczeg6lnie nara-
zone na chorobotworcze dziatanie patogenow. W tym
okresie zanika juz nabyta przez nie odporno$¢ siaro-
wa, za$§ rozw0j ich wlasnych mechanizméw obronnych
— meswmstych (nieimmunologicznych) i swoistych
(immunologicznych) nie jest jeszcze dostateczny (22,
31). Ten niekorzystny stan odpornosci ogolnej predys-
ponuje prosicta do zakazen, w tym patogennymi szcze-
pami Escherichia coli przyczyniajacymi sig do wysta-
pienia biegunki.

Stymulowane wpltywem patogenow mechanizmy
obronne wyzwalaja serig reakcji, tworzacych stan za-
palny. W pierwszej jego fazie uczestnicza glownie nie-
swoiste elementy komoérkowe, rozpoznajace i niszcza-
ce patogeny w procesach: fagocytozy, cytolizy i cyto-
toksycznosci (1, 10). Ich funkcje wspomagaja nieswo-
iste elementy humoralne, obecne w surowicy krwi oraz
ptynach i wydzielinach ustrOJowych (10, 15, 21, 27).
Naleza do nich m.in.: lizozym oraz tzw. biatka ostrej
fazy — bof, w tym ceruloplazmina (CP) i biatko C-re-
aktywne (CRP).

Lizozym, dzigki enzymatycznym wlasciwosciom
przynaleznym beta-(1,4)-N-acetylomuramidazom,
hydrohzuje wiazania glikozydowe zwiazkow tworza-
cych $ciang komorki bakteryjnej. Prowadzi to do jej
lizy, droga bezposrednia, tj. po uwolnieniu patogenu
z makrofagow (2), badz posrednia, stymulujac fago-
cytoze (15). Moze rowniez degradowac¢ komorki bak-
teryjne w sposob nieenzymatyczny, t] poprzez ich ad-
hezjg 1 agregacj¢ (21). Lizozym przejawia takze dzia-
tanie bakteriostatyczne oraz przeciwzapalne. Neutra-
lizuje kwasne mediatory zapalenia, zabezpieczajac
ustrgj przed stresem oksydacyjnym (13).

Miejscowym procesom zapalnym towarzyszy ogol-
noustrojowa reakcja zwana odpowiedzia ostrej fazy,
kontrolowana przez os podwzgorzowo-przysadkowo-
-nadnerczowa. Celem jej jest ograniczenie odczynu
zapalnego 1 usunigeie czynnika uszkadzajacego (16,
20). W tych zlozonych procesach uczestnicza m.in.
CRP i CP.

Biatko C-reaktywne (o pentametrycznej strukturze)
rozpoznaje patogeny, wiazac reszty fosfocholiny,



wchodzacej w sktad ich otoczki oraz uczestniczy
w ich eliminacji. Zachodzi ona przy udziale dopeinia-
cza, aktywowanego (droga klasyczna) przez to biatko.
Czynniki te wspotdziataja rowniez w chemotaksji,
poprzedzajacej fagocytoze. Wiasciwosci opsonizuja-
ce CRP wspomagaja fagocytozg, zas pro- i przeciw-
zapalne —reguluja wybuch tlenowy w neutrofilach (20,
27, 28).

Przeciwzapalne dzialanie wykazuje takze cerulo-
plazmina — glikoproteina wiazaca miedz. Opiera si¢
ono na jej ferroksydazowych wtasciwosciach, przeja-
wiajacych si¢ rowniez w metabolizmie zelaza (7).
Dzigki nim zdolna jest do usuwania (14) badz degra-
dowania (5) wolnych rodnikéw tlenowych, niwelujac
ich toksyczny nadmiar. Ponadto wzmacnia i moduluje
chemotaksje poprzez wigzanie si¢ z monocytami i ma-
krofagami (26).

Celem badan bylo okreslenie wspotdziatania wybra-
nych nieswoistych elementéw humoralnych w obron-
nosci prosiat zdrowych i z biegunka na tle E. coli,
w zaleznosci od ich wieku.

Materiat i metody

Przebadano 168 prosiat ssacych, po lochach mieszan-
cach ras wielka biata polska x polska biata zwistoucha
1 knurach rasy duroc, utrzymywanych w fermie tuczu trzo-
dy chlewnej. Lochy, zgodnie z instrukcja, immunizowano
szczepionka Porcilis coli (produkcji Interwet). Wybrano
losowo 42 mioty, w ktorych czgs¢ prosiat byla klinicznie
zdrowa, a czg§¢ wykazywata biegunkg. Rodzenstwo dobie-
rano losowo, proporcjonalnie do czgstosci wystgpowania
biegunki i wielko$ci miotu. Wybrane prosigta podzielono
na miodsze (od 12. do 18. dnia zycia) i starsze (od 19.
do 25. dnia zycia). Od zdrowych — mtodszych
(n=63) i starszych (n =25) oraz prosiat z biegun-
ka (odpowiednio n = 54 i n = 26), pobrano krew
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badanych prosiat na poziom oznaczanych wskaznikow za-
stosowano dwuczynnikowa analiz¢ wariancji w uktadzie
nieortogonalnym. Wspotzalezno$¢ migdzy warto$cig ana-
lizowanych parametrow wyrazono za pomoca wspolczyn-
nikow korelacji prostej (1).

Wyniki i omowienie

Analizg porownawcza poziomu oznaczanych para-
metrow surowicy krwi prosiat zdrowych i z biegunka
na tle E. coli przedstawiono w tab. 1.

Aktywno$¢ lizozymu oraz poziom CP modyfikowat
wiek badanych prosiat, niezaleznie od ich stanu zdro-
wia. Mtodsze wzgledem starszych wykazywaty niz-
sza wartos$¢ tych wskaznikow (p < 0,01, tab. 1), ko-
responduj acq z wynikami innych autorow (9, 22, 31).
Powyzsze zrdéznicowanie jest efektem wzrostu aktyw-
nosci lizozymu (22, 31) i poziomu CP (9), postepuja-
cego wraz z wiekiem prosiat. Nie stwierdzono wply-
wu wieku badanych prosiat na poziom CRP. Warto$¢
tego parametru (niezaleznie od stanu zdrowia prosiat)
wykazywata duza zmienno$¢ osobnicza, obserwowa-
ng rowniez przez innych autorow (3, 6, 25). Kostro
i wsp. (17) wskazuja na zwiazek mlqdzy stgzeniem
CRP i lizozymu (w surowicy krwi prosiat ssacych)
a stanem gospodarki zelazem. Przy niedoborze tego
pierwiastka (wskutek niedokrwistosci fizjologicznej)
poziom tych parametréw wzrasta, co §wiadczy o po-
budzeniu uktadu immunologicznego.

Wykazano podwyzszenie poziomu oznaczonych
parametroOw w surowicy krwi prosiat z biegunka na tle
E. coli wzglgdem zdrowych (p < 0,01, tab. 1), przy
czym roznica ta zalezna byta od wieku. Aktywnos$¢
lizozymu, poziom CP i CRP u mtodszych z biegunka

Tab. 1. Poziom wskaznikéw surowicy krwi prosiat zdrowych i z biegun-
ka na tle E. coli w zaleznoSci od wieku zwierzat (X + s)

z zyly czczej przedgiej. W surowicy krwi 0zna- ol wiek Prosigta Zrédta zmiennosci
czono aktywno$¢ lizozymu — metoda turbidy- | Wskazniki| = oo o — S I
metryczng wg Smolelisa i Hartsella (cyt. 24) i wy- 9unka
razono ja w procentach lizy Micrococcus lyso- mtodsze [2535;; 379%
deicticus. Poziom biatka C-reaktywnego ustalono | : :
(w specjalistycznym laboratorium) — metoda !}'Zﬁ:""‘ starsze 13‘13’25235 1307;159
immunoturbidymetryczna w analizatorze Roche- | J : !
-Hitachi 912, uzywajac monoklonalnych przeciw- e 3 5:‘1; 303?5 N . _
cial przeciwko ludzkiej CRP (nr kitu 03002012) : :
i ludzkich standardéw wg instrukcji producenta. mtodsze | 12:21(0,805) | 21,24 (1,236)
. . 9,127 (0,4254) | 13,090 (0,3313)
Poziom ceruloplazminy oznaczono metoda |.; i
X Biatko C
Houchina (cyt. 29). i 11,64 (0,899) 20,15 (1,218)
AAE reaklywne | starsze | g o130 1433) | 12,029 (0,2651)
Od prosiat z biegunka pobrano wymazy kalu |mg/ (log) ’ ’ ’ ’
(z odbytu) i w specjalistycznej placowce, badano Cr 12,04 (0,904) | 20,51(1,230) | ,, - -
je w kierunku obecnosci szczepow E. coli. W tym Lo L L2 (UL
celu stosowano agar z 5% dodatkiem krwi bara- e ere 23,84 30,64
niej, podtoza: Mc Conkeya, Kliglera i Christense- | Gerulo- s At
na, testy na wytwarzanie indolu i rozktad laktozy. |plazmina | ..o 33,59 37,47
Statystyczng analiz¢ poprzedzata transformacja mg/100 mi 12,852 1491
logarytmiczna uzyskanych wynikéw CRP. Warto$¢ T 26,61 32,86 s | oww -
badanych wskaznikéw wyrazono za pomoca $red- Ll 0P

niej arytmetycznej (X) i odchylenia standardowe-
g0 (s). Do oceny wplywu stanu zdrowia i wieku

Objasnienia: * —p < 0,05;** —p < 0,01; S — stan zdrowia prosiat; W —
wiek; interakcja: stan zdrowia x wiek
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(wzgledem zdrowych) wzrost o ok.: 20, 30 1 74%, za$
u starszych odpowiednio o ok.: 10, 11, 70%. Wzrost
poziomu powyzszych parametrow Jest nastgpstwem
zmian w tempie ich syntezy, wskutek wystapienia
ztozonej odpowiedzi obronnej skierowanej przeciw
E. coli.

Synteza surowiczego lizozymu zachodzi glownie
w strukturach lizosomalnych monocytéw i makrofa-
gow (21). Aktywacja makrofagow nastgpuje po kilku
godzinach od zadziatania indukujacego bodzca. Naj-
efektywniejsza jest po ok. 10 godz., zas$ po 24 przemi-
ja. Proces ten w makrofagach nasila ekspresj¢ enzy-
mow i innych czynnikéw obronnych, wydzielanych do
osocza (11). Zdaniem Odinka i wsp. (23), aktywnos$¢
lizozymu wzrasta przy ostrym stanie zapalnym, za$ ma-
leje przy chronicznym. Inni autorzy (1) nie stwierdzili
zmian w aktywno$ci lizozymu po dozylnym podaniu
endotoksyny E. coli prosigtom.

Dziatanie lizozymu w stanie zapalnym zalezy od
warunkow srodowiska, w jakich toczy si¢ ten proces.
W $rodowisku kwasnym jego stabilno$¢ jest wyzsza
niz w zasadowym. Istotny wptyw na jego funkcje wy-
wiera rowniez sita jonowa. Przy nizszej, liza przebie-
ga szybciej niz przy wyzszej (30).

Bakteriolityczne dziafanie lizozymu na bakterie
Gram-ujemne (w tym E. coli) zachodzi przy wspiera-
jacym udziale m.in. uktadu dopelniacza wraz z beta
lizynami badz z przeciwciatami. Czynniki te utatwia-
ja hydroliz¢ wzglednie opornej na lizozym lipopolisa-
charydowej otoczki, obecnej na powierzchni tych bak-
terii (21).

Synteza bof (m.in. CRP i CP) zachodzi gtéwnie
w hepatocytach. Indukuja ja zasadniczo interleukiny
IL-1 i IL-6, wyzwalane m.in. przez monocyty i ma-
krofagi. Cytokiny te uzyskuja maksymalna aktywno$¢
odpowiednio po 3 i 8 godz. od zadziatania bodzca,
majac swoj udziat w ogolnoustrojowe;j reakcji obron-
nej, tj. w odpowiedzi ostrej fazy (4). Podczas jej prze-
biegu modyfikowana jest transkrypqa genow koduja-
cych bofiich synteza, przejawiajaca si¢ wzrostem lub
spadkiem stgzenia bof w surowicy krwi (16). Wzrost
poziomu CRP w surowicy krwi jest charakterystyczna
reakcja tzw. pozytywnych bof. Postepuje on dos¢ szyb-
ko, tj. po ok. 6-8 godz. po zadzialaniu bodz-
ca, co cechuje tzw. bof I rzutu. Po ok.
24-48 godz. osiaga on maksymalna warto$¢

Do pozytywnych bof zalicza si¢ rowniez ceruloplaz-
ming. Jej stezenie (w przeciwienstwie do CRP) wzra-
sta wolno, co jest typowe dla bof II rzutu. Wzrost po-
ziomu CP w osoczu $win (otrzymujacych terpentynq)
nastepuje dop1er0 2. dnia od momentu iniekcji, za$
4. dnia osiaga maksymalna warto$¢ (8). Zmiana po-
ziomu CRP 1 CP (jak tez i innych bof) oraz czas wy-
stapienia reakcji ostrej fazy zaleza m.in. od charakteru
indukujacego bodzca, czynnikdéw genetycznych, wie-
ku i niedoboru biatka (19).

Analize¢ przedstawiona w tab. 1 uzupetniono, okres-
lajac wspoltzaleznosci migdzy poziomami oznaczanych
parametrow (tab. 2). Wzrost aktywnos$ci lizozymu
ipoziomu CP w okresie zycia badanych prosiat (tab. 1)
przebiega rownolegle. Swiadczy o tym dodatnie sko-
relowanie powyzszych wskaznikow w surowicy krwi
zdrowych prosiat, mtodszych i starszych (p < 0,05,
tab. 2). Uzyskane wyniki koresponduja z rezultatami
badan innych autoréw, charakteryzujacych tempo
zmiany tych parametréw. Ich zdaniem, migdzy 7. a 21.
dniem Zycia prosiat poziom obu parametrow wzrasta
umiarkowanie (9, 22). Natomiast migdzy 21. a 35.
dniem wzrost aktywnosci lizozymu jest dynamiczny
(22), zas$ poziomu CP nadal umiarkowany (9).

Brak zwiazku migdzy poziomem CRP a wiekiem
badanych prosiat (tab. 1), potwierdzaja statystycznie
nieistotne wartosci r migdzy stezeniem CRP a CP oraz
CRP 1 aktywnoscia lizozymu w surowicy krwi zdro-
wych prosiat (tab. 2). Prawdopodobnie w okresie zy-
cia badanych prosiat, poziom CRP wykazywat wzgled-
na stabilizacj¢. Wedlug Johansonna i wsp. (12) poziom
CRP migdzy 1. a 5. tyg. zycia prosiat nie ulega zmia-
nie. Natomiast Bigoszewski (3) wskazuje na tenden-
cje do jego spadku migdzy 7. a 21. dniem zycia, za$
Rychlik i wsp. (25) na wzrost w powyzszym okresie
zycia.

W surowicy krwi prosiat z biegunka stwierdzono
dodatnia korelacje miedzy aktywnos$cia lizozymu
a poziomem CP (statystycznie nieistotna u mtodszych
1 istotng u starszych) oraz ujemna — migdzy aktyw-
noscia lizozymu a poziomem CRP (p < 0,01 u mlod-
szych i nieistotng u starszych, tab. 2). Wyniki te wska-
zuja na zmiang poziomu badanych parametrow wsku-

Tab. 2. Wspélzaleznos$¢ miedzy poziomem badanych wskaznikow surowicy
krwi prosiat, rozniacych si¢ stanem zdrowia i wiekiem

(8, 18).

CRP jest bardzo czutym, ale jednoczes-
nie malo specyficznym wskaznikiem infek-
¢ji bakteryjnych, prowadzacych do biegunki
(6) Zdaniem Burgera 1wsp. (6), jego Sred-

nia warto$¢ w surowicy krwi prosiat z bie-
gunka wynosi 20,9 mg/l (u zdrowych —
9,0+ 6,1 mg/l). Wiasne wyn1k1 (tab. 1) ko-
respondujq z powyzszymi i z podawanymi
przez Bigoszewskiego (3), lecz sa nieco
nizsze od stwierdzanych przez innych au-

Warto$¢ wspotczynnikéw korelacji (r) miedzy badanymi cechami
Badane cechy prosieta zdrowe prosieta z biegunka

miodsze | starsze razem miodsze | starsze razem

n==63 n=25 n=288 n=>54 n=26 n=280
Lizozvm * * * % * * %
i ceruloplazmina 0,262 0,452 0,511 0,150 0,392 0,308
Lizozym o *x | _ = *
i biatko C-reaktywne 0,245 0,038 0,131 0,531 0,039 0,336
O [EpIERLE 0,198 | -0,228 | 0,002 |-0,064 | 0,285 |-0,133
i biatko C-reaktywne

torow (25).

Objasnienia: * —p < 0,05, ** —p < 0,01
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tek odpowiedzi obronnej, modyfikowanej wiekiem
prosiat. U mlodszych zmiana aktywnosci lizozymu nie
podazata za zmiana aktywnosci CRP, za$ u starszych
aktywno$¢ lizozymu zmieniata si¢ wraz z poziomem
CP. Korelacja migdzy poziomem CRP a CP okazata
sig statystycznie nieistotna (tab. 2). Przyczyny upatru-
je sie w szybszej reaktywnosci CRP niz CP w odpo-
wiedzi ostrej fazy.

Podsumowanie

Wspoétzaleznos¢ miedzy aktywnoscia lizozymu
a stezeniem CP w surowicy krwi zdrowych prosiat
wskazuje na rownolegly wzrost poziomu powyzszych
czynnikow obronnych w okresie zycia badanych pro-
siat. Zmiana ta zachodzita przy wzglednie stalym ste-
zeniu CRP.

Podwyzszenie aktywnosci lizozymu oraz poziomu
CRP i CP w surowicy krwi prosiat z biegunka (na tle
E. coli) w poréwnaniu do zdrowych jest przejawem
zaangazowania tych nieswoistych elementéw humo-
ralnych w odpowiedzi obronnej, skierowanej przeciw
E. coli. Wzrost aktywnosci lizozymu i stezenia CP
(wskutek odpowiedzi obronnej) przebiegal rowno-
legle, lecz nie w pordwnaniu do wzrostu stezenia CRP.
Zmiany te wykazywaly zwiazek z wiekiem badanych
prosiat. U mlodszych aktywno$¢ lizozymu istotnie
korelowata z poziomem CRP, za$ u starszych z pozio-
mem CP.
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