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Mikroorganizmy � bakterie, wirusy i pierwotniaki
s¹ przyczyn¹ wielu chorób u drobiu. Do czêstszych
nale¿¹: kolibakterioza, stafylokokoza, choroba Ma-
reka, reowiroza oraz kokcydioza. Prowadz¹ one do
uszkodzeñ narz¹dów wewnêtrznych, obni¿aj¹c poziom
produkcji i podwy¿szaj¹c jej koszty (5, 26). Okre�-
lenie mo¿liwo�ci uzyskania wolnych od zaka¿enia pta-
ków oraz objêcie ich programem nadzoru i profilak-
tyki jest szczególnie wa¿ne w dobie intensyfikacji
produkcji zwierzêcej. Jedn¹ z metod wspomnianego
programu mog³yby byæ oznaczenia parametrów bio-
chemicznych surowicy krwi. Testy biochemiczne u¿yte
w monitorowaniu przebiegu choroby umo¿liwi³yby
równie¿ ocenê skuteczno�ci stosowania nowych leków.
Wzoruj¹c siê na badaniach u ludzi, mo¿na wzi¹æ pod
uwagê chocia¿by bia³ka ostrej fazy, które pojawiaj¹
siê w organizmie na skutek uszkodzeñ tkanek, stanu
zapalnego czy zaka¿eñ (14). Jedn¹ z pierwszych prac
(1995 r.), w której zaproponowano takie podej�cie
u kur by³o oznaczanie bia³ek ostrej fazy w przebiegu
eksperymentalnie wywo³anego stanu zapalnego (21).
Niestety, jak dot¹d mechanizmy oraz poszczególne
bia³ka bior¹ce udzia³ w odpowiedzi ostrej fazy u pta-
ków nie zosta³y jeszcze dobrze poznane. Wiadomo,
¿e podczas stanów zapalnych u kur dochodzi do wzros-
tu stê¿eñ takich bia³ek, jak: kwa�na a

1
-glikoproteina

(10), transferyna (25), fibronektyna (1) i surowiczego

amyloidu A (4) oraz spadku tzw. negatywnych bia³ek
ostrej fazy: albumin (9). Opis wybranych bia³ek ostrej
fazy u ptaków podano w opracowaniach przegl¹do-
wych (12, 14).

Celem badañ by³o okre�lenie przydatno�ci diagno-
stycznej oznaczania surowiczego stê¿enia cystatyny
(inhibitora proteaz cysteinowych), uznanego markera
filtracji k³êbuszkowej nerek u ludzi w przebiegu kilku
wybranych chorób u kur, takich jak: kolibakterioza,
stafylokokoza, choroba Mareka, reowiroza oraz kok-
cydioza. Uzyskane wyniki porównywano z aktyw-
no�ci¹ (pojemno�ci¹) antytrypsynow¹, pochodz¹c¹
w 90% od a

1
-inhibitora proteaz (a

1
-IP, dawniej nazy-

wanego a
1
-antytrypsyn¹), inhibitora proteaz seryno-

wych nale¿¹cego do grupy bia³ek ostrej fazy.

Materia³y i metody
Badaniami objêto stado brojlerów Starbro licz¹ce 150

sztuk, które podzielono na 6 grup. Grupê I, kontroln¹, sta-
nowi³y ptaki zdrowe. Grupê II tworzy³y ptaki zaka¿one
w 1. dobie eksperymentu wirusem Reo, a grupê III wiru-
sem choroby Mareka (MDV). W 10 dobie trwania ekspe-
rymentu zara¿ono IV grupê kultur¹ inwazyjnych oocyst
kokcydiów E. tenella w dawce 1,5 × 104, wyizolowanych
z terenowego przypadku kokcydiozy. W 14. dobie zaka¿o-
no grupê V bakteriami Staphylococcus aureus w dawce
1 ml × 107 jtk oraz grupê VI � Escherichia coli w dawce
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1 ml × 107 jtk. Wszystkie ptaki poza grup¹ czwart¹ uodpor-
niono przeciwko kokcydiozie w 5. dniu odchowu przy u¿y-
ciu szczepionki Livacox T. Co tydzieñ, przez okres 6 ty-
godni, pobierano krew i uzyskane surowice przechowywa-
no zamro¿one w temperaturze �80°C, do chwili wykona-
nia oznaczeñ.

W badanych surowicach oznaczono stê¿enie kurzej cy-
statyny testem ELISA (7). Jako przeciwcia³ op³aszczaj¹-
cych u¿yto kozich przeciwcia³ skierowanych przeciwko
kurzej cystatynie, o stê¿eniu 3 µg/ml w roztworze soli
fizjologicznej buforowanej fosforanami (PBS). Nanoszo-
no po 100 µl do studzienki i inkubowano 2 godz. w temp.
37°C. Po tym czasie zawarto�æ studzienek wylewano przez
energiczne wytrz¹sanie, a nadmiar niezwi¹zanych przeciw-
cia³ odp³ukiwano, nanosz¹c po 250 µl 0,05% roztworu
Tween 20 (firmy Sigma Chemical) w PBS (PBS-T), 1 raz
szybko i 4 razy wolno, zachowuj¹c 5-minutowe odstêpy
miêdzy kolejnymi p³ukaniami. Wolne miejsca wi¹¿¹ce blo-
kowano, nanosz¹c po 250 µl 1% roztworu albuminy wo³o-
wej (BSA � otrzymanej w Zak³adzie Biochemii Farmaceu-
tycznej AM we Wroc³awiu) w 0,05% roztworze Tween 20
PBS (PBS-T-BSA) przez 2 godz. w temp. 37°C i nastêpnie
ca³¹ noc w 4°C. Nadmiar BSA odp³ukiwano tak, jak opisa-
no powy¿ej. Kolejnym etapem by³o nanoszenie standar-
dów cystatyny i badanych próbek rozcieñczonych w PBS-T
w objêto�ci 100 µl na studzienkê i 1-godz. inkubacja
w temp. 37°C. Nadmiar niezwi¹zanych reagentów odp³u-
kiwano jak wy¿ej. Ostatnim elementem kanapki by³o na-
noszenie koniugatu o stê¿eniu 1 µg/ml w roztworze PBS-
-T-BSA. Nanoszono go po 100 µl i inkubowano przez
1 godz. w temp. 37°C. Nadmiar koniugatu odp³ukiwano
jak wy¿ej. Aktywno�æ peroksydazow¹ oznaczano, inkubu-
j¹c przez 30 min., w temperaturze pokojowej, bez dostêpu
�wiat³a, z 200 µl roztworu zawieraj¹cego: 50 mg o-fenyleno-
dwuaminy (firmy Sigma Chemical) rozpuszczonej w 100 ml
0,05 M buforu cytrynianowo-fosforanowego o pH 5,0 i ak-
tywowanego 10 µl H

2
O

2
. Reakcjê przerywano przez doda-

nie 50 µl 3 M kwasu solnego. Absorbancjê próbek odczy-
tywano przy d³ugo�ci fali l = 492 nm i filtrze referencyj-
nym l = 630 nm.

W badanych próbkach surowicy oznaczono tak¿e bia³ko
ca³kowite metod¹ Bradford (3) oraz aktywno�æ antytryp-
synow¹ a

1
-inhibitora proteaz wg Schöna i wsp. (18), wy-

korzystuj¹c jako substrat N-a-benzoilo-DL-arginylo-b-naf-
tyloamid (firmy Sigma Chemical), której jednostk¹ (J) jest
1 g zahamowanej trypsyny przez 1 L surowicy.

Analizê statystyczn¹ przeprowadzono przy u¿yciu pro-
gramu Statistca PL StatSoft-Polska, z zastosowaniem testu
analizy wariancji ANOVA. Za statystycznie istotne uzna-
no ró¿nice przy p £ 0,05.

Wyniki i omówienie
Ptaki zaka¿one wirusem Reo oraz MDV cechowa³y

siê apati¹, osowia³o�ci¹ oraz zmniejszonym ³aknie-
niem. Po kilku dniach odnotowano padniêcia, kula-
wizny i obrzêki stawów skokowych. Obraz kliniczny
obserwowany po zaka¿eniu by³ typowy dla u¿ytego
patogenu.

Z oznaczonych w surowicy krwi parametrów: stê-
¿enia cystatyny, pojemno�ci antytrypsynowej oraz stê-

¿enia bia³ka ca³kowitego nie wykazano istotnych ró¿-
nic miêdzy grupami jedynie dla bia³ka ca³kowitego.
Uzyskane dla niego warto�ci mie�ci³y siê w przedzia-
le stê¿eñ 28,0-32,0 g/L.

Poziom cystatyny w surowicy krwi ptaków oraz
aktywno�æ a

1
�IP zestawiono w tab. 1 i 2. Poziom cys-

tatyny u ptaków grupy kontrolnej by³ statystycznie
istotnie podwy¿szony w 6. tygodniu odchowu. Naj-
mniejsze zmiany w stê¿eniu cystatyny wykazano
u ptaków zara¿onych inwazyjnymi oocystami kokcy-
diów. W 2. tygodniu wzros³o ono oko³o 16% w sto-
sunku do grupy kontrolnej i utrzymywa³o siê na zbli-
¿onym poziomie do koñca trwania eksperymentu
(tab. 1). Po zaka¿eniu wirusami, a szczególnie wiru-
sem Reo, odnotowano znaczniejszy wzrost stê¿enia
cystatyny. U kurcz¹t zaka¿onych wirusem Reo wzrost
utrzymywa³ siê od 1. do 5. tygodnia w stosunku do
kontroli, osi¹gaj¹c najwy¿sz¹ warto�æ w 4. tygodniu
(dzieñ 28., 8,62 ± 2,36 mg/L, p < 0,001). Z kolei po
zaka¿eniu wirusem choroby Mareka obserwowano
istotny wzrost stê¿enia cystatyny w 3. i 4. tygodniu,
odpowiednio 7,24 ± 1,24 mg/L (p < 0,05) i 7,23 ± 1,63
mg/L (p < 0,01) oraz nieistotny spadek w 35. dniu.

W grupach kurcz¹t zaka¿onych E. coli i S. aureus
stê¿enie cystatyny w surowicy by³o podwy¿szone przez
ca³y okres trwania obserwacji (od 10% do 40%), osi¹-
gaj¹c najwy¿sz¹ warto�æ w 21. dniu po zaka¿eniu
E. coli (8,57 ± 1,83 mg/L, p < 0,05) i 28. dniu po zaka-
¿eniu S. aureus (8,9 ± 2,1 mg/L).

Kurza cystatyna, podobnie jak ludzka cystatyna C
s¹ ma³ymi bia³kami nale¿¹cymi do rodziny 2 superro-
dziny cystatyn lub rodziny IC25 (wg nowej klasyfi-
kacji zmieszczonej w bazie danych MEROPS http://
merops.sanger.ac.uk). Hamuj¹ one endo- i egzogenne
proteazy cysteinowe (bakteryjne, wirusowe), wykazuj¹
aktywno�æ antywirusow¹ i antybakteryjn¹ oraz modu-
luj¹ uk³ad immunologiczny. Ludzka cystatyna C
uczestniczy w patomechanizmie chorób nowotworo-
wych, stanów zapalnych, chorób neurodegeneracyj-
nych i innych (16).

Pomimo i¿ pierwsz¹ wyizolowan¹ cystatyn¹ by³a
cystatyna bia³ka jaja kurzego, to w pi�miennictwie nie
ma prac odnosz¹cych siê do jej stê¿enia w surowicy
krwi chorych kur. Wiadomo jedynie, ¿e wystêpuje
w surowicy kurcz¹t obu p³ci, a jej stê¿enie oznaczone
metod¹ immunodyfuzji radialnej to oko³o 1 mg/L (2).
Stê¿enie cystatyny w bia³ku jaja zmienia siê podczas
embriogenezy (7), a tak¿e zale¿y od wieku niosek (22).
Szczegó³owe w³a�ciwo�ci kurzej cystatyny opisane
zosta³y przez Go³êbia i wsp. (8), za� w³a�ciwo�ci prze-
ciwbakteryjne w publikacji Wesierskiej i wsp. (24).

Przez analogiê do ludzkiej cystatyny C mo¿na przy-
puszczaæ, ¿e wykazane w naszych badaniach zmiany
surowiczego stê¿enia cystatyny u zaka¿onych kurcz¹t
mog¹ byæ wynikiem zaburzenia filtracji k³êbuszkowej
nerek (GRF). U osób zdrowych stê¿enie cystatyny C
utrzymuje siê na sta³ym poziomie i jest niezale¿ne od
p³ci, masy miê�niowej i przewlek³ych stanów zapal-
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nych. W chorobach przebiegaj¹cych nawet z ³agod-
nym spadkiem GFR obserwuje siê wzrost stê¿enia
cystatyny C. Wzrost jej stê¿enia w surowicy zaobser-
wowano tak¿e w chorobach tarczycy, chorobie nowo-
tworowej (czerniak, rak jelita grubego i p³uc), AIDS
oraz podczas leczenia glukokortykosteroidami lub cyk-
losporynami (16).

W przebiegu zaka¿enia kurcz¹t u¿ytymi w ekspery-
mencie patogenami dochodzi, miêdzy innymi, do
uszkodzenia w¹troby i przewodu pokarmowego, co
mog³o przyczyniæ siê do wzrostu stê¿enia cystatyny
w surowicy (15). Uwa¿a siê, ¿e wzrost stê¿enia cysta-
tyny u chorych na nowotwory i marsko�æ w¹troby, ko-
reluj¹cy ze stopniem jej zw³óknienia, zwi¹zany jest
z nieznacznym obni¿eniem GFR (6). Ponadto w prze-
biegu eksperymentalnego zaka¿enia u kurcz¹t mog³o
doj�æ do zaburzenia równowagi enzym/inhibitor przez
enzymy pochodzenia bakteryjnego. Wiadomo, ¿e bak-
terie S. aureus produkuj¹ proteazy cysteinowe, które
umo¿liwiaj¹ ich rozwój (20), oraz ¿e cystatyna a ha-
muje ich wzrost (19). Nie mo¿na wiêc wykluczyæ, ¿e
zwiêkszenie stê¿enia cystatyny jest w jakiej� mierze
odpowiedzi¹ organizmu na pojawienie siê wiêkszej
ilo�ci proteaz cysteinowych syntetyzowanych przez
mikroorganizmy. Ponadto, cystatyny wszystkich ro-
dzin, w tym kurza cystatyna, indukuj¹ syntezê NO
przez makrofagi otrzewnowe aktywowane g-inter-
feronem (23), którego synteza mo¿e mieæ znaczenie

w odpowiedzi immunologicznej wywo³anej przez wy-
¿ej wymienione choroby.

Syntetyzowany g³ównie w w¹trobie a
1
-inhibitor pro-

teaz jest jednym z najsilniejszych inhibitorów proteaz
serynowych (serpin). Nale¿y do bia³ek ostrej fazy rów-
nie¿ u kur (14). Jego podstawowa funkcja to modulo-
wanie aktywno�ci elastazy, uwalnianej z granulo-
cytów wieloj¹drzastych (11). Chroni tkanki przed pro-
teazami leukocytów, makrofagów i bakterii oraz
proteazami lizosomalnymi uwalnianymi w wyniku
urazu. Jego niedobór prowadzi do niekontrolowanej
aktywno�ci elastynolitycznej, co stwarza szczególne
zagro¿enie dla tkanki p³ucnej (17).

W niniejszych badaniach oznaczano aktywno�æ (po-
jemno�æ) antytrypsynow¹, która jest miernikiem funk-
cji biologicznej inhibitora, ale nie idzie w parze ze stê-
¿eniem oznaczanym metod¹ immunologiczn¹. Wiado-
mo bowiem, ¿e pewne stany patologiczne, takie jak:
nowotwory, choroby nerek i w¹troby oraz cukrzyca
prowadz¹ do obni¿enia aktywno�ci w³a�ciwej (13).
Najwiêksze zmiany w aktywno�ci a

1
-IP wykazano dla

kokcydiozy (tab. 2). W 2. tygodniu trwania choroby
aktywno�æ wzros³a oko³o 2-krotnie w stosunku do gru-
py kontrolnej. Po zaka¿eniu rewirusem odnotowano
spadek pojemno�ci antytrypsynowej w stosunku do
kontroli, który utrzymywa³ siê od 2. do 5. tygodnia.
Natomiast u kurcz¹t zaka¿onych wirusem choroby
Mareka wyst¹pi³o jedynie niewielkie obni¿enie aktyw-

Tab. 1. Stê¿enie kurzej cystatyny C (mg/L) w surowicy krwi i zmiany (%) w stosunku do kontroli (n = 20; �x ± s)

Obja�nienia: ró¿nice statystycznie istotne przy * � p £ 0,05; ** � p £ 0,01; *** � p £ 0,001; ­ � wzrost w stosunku do kontroli

ainarboP
iwrk
)ind(

wókatpapurG

I
alortnoK

II
eine¿akaZ

oeRmesuriw
% III

VDMeine¿akaZ
%

VI
eine¿araZ

imaidyckok
%

V
eine¿akaZ

iloc.E
%

IV
eine¿akaZ
suerua.S

%

)7(I 91,1±00,6 85,1±27,6 *** ­ 21 12,1±74,6 ** ­8

)41(II 30,1±31,6 49,1±24,7 *** ­ 12 43,1±53,6 ** ­4 33,1±31,6 0

)12(III 18,0±80,6 **78,1±20,8 * ­ 23 *42,1±42,7 * ­ 91 63,1±30,7 ­ 61 39,0±07,6 *** ­ 01 36,1±49,6 ** ­ 41

)82(VI 41,1±16,5 ***63,2±26,8 ­ 45 **36,1±32,7 ­ 92 22,1±27,5 ­2 ***72,1±40,8 ­ 34 **85,2±00,8 ­ 34

)53(V 39,1±09,6 34,1±89,7 *** ­ 61 81,1±14,6 ** 7 17,1±82,7 ­5 *38,1±75,8 ** ­ 42 53,2±36,8 ** ­ 52

)24(IV 79,1±46,7 51,1±17,6 *** 21 72,1±20,7 ** 8 43,1±14,7 3 30,1±78,6 *** 01 11,2±19,8 ** ­ 71

Tab. 2. Aktywno�æ a
1
-inhibitora proteaz (J/L) w surowicy krwi i zmiany (%) w stosunku do kontroli (n = 15; �x ± s)

ainarboP
iwrk
)ind(

wókatpapurG

I
alortnoK

II
eine¿akaZ

oeRmesuriw
% III

VDMeine¿akaZ
%

VI
eine¿araZ

imaidyckok
%

V
eine¿akaZ

iloc.E
%

IV
eine¿akaZ
suerua.S

%

)7(I 42,0±93,1 12,0±71,1 *** 61 ***14,0±87,0 44

)41(II 31,0±62,1 ***02,0±58,0 23 *23,0±69,0 ** 42 ***62,0±90,1 41

)12(III 12,0±42,1 ***02,0±08,0 53 12,0±42,1 *** 0 ***13,0±64,2 ­ 99 **91,0±59,0 * 32 84,0±10,1 *** 81

)82(VI 52,0±70,1 *92,0±53,1 ** ­ 62 53,0±99,0 *** 8 04,0±27,1 *** ­ 06 01,0±09,0 *** 61 ***38,0±49,2 ­ 571

)53(V 62,0±04,1 ***51,0±19,0 53 64,0±51,1 *** 81 ***12,0±54,1 ­4 ***12,0±78,0 83 83,0±92,1 *** 8

)24(IV 71,0±41,1 02,0±62,1 *** ­ 01 62,0±41,1 *** 0 36,0±35,2 *** ­ 221 ***62,0±57,0 43 **92,0±05,0 * 65

Obja�nienia: jak w tab. 1.
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no�ci a
1
-IP w 2. tygodniu. Po zaka¿eniu E. coli obni-

¿ona aktywno�æ a
1
-IP w surowicy krwi utrzymywa³a

siê przez ca³y okres obserwacji kurcz¹t, osi¹gaj¹c naj-
ni¿sz¹ warto�æ w 28. dniu. Z kolei po zaka¿eniu
S. aureus najwy¿sz¹ aktywno�æ antytrypsynow¹ wy-
kazano w 14. dniu choroby.

Widoczne w przebiegu eksperymentu wahania ak-
tywno�ci a

1
-IP s¹ trudne do interpretacji. Mog¹ one

byæ odzwierciedleniem dynamiki procesu chorobowe-
go. Pojawienie siê zwiêkszonej ilo�ci proteaz w uk³a-
dzie kr¹¿enia prowadzi do tworzenia kompleksów
z inhibitorem, które s¹ szybko usuwane. Obni¿ona ak-
tywno�æ specyficzna a

1
-IP mo¿e te¿ wynikaæ z jego

zu¿ycia, gdy¿ uszkodzona w¹troba nie nad¹¿a z bio-
syntez¹, jak te¿ stresu oksydacyjnego wywo³anego
chorob¹ (17).

Reasumuj¹c mo¿na stwierdziæ, ¿e wiêksz¹ przydat-
no�æ w monitorowaniu przebiegu chorób zaka�nych
u kur posiada oznaczenie cystatyny ni¿ aktywno�ci
a

1
-IP. Wzrost stê¿enia cystatyny obserwuje siê po za-

ka¿eniu bakteriami (E. coli i S. aureus) (43%) i wiru-
sami (wirusem Reo 54% oraz wirusem choroby Mare-
ka 29%), a najni¿szy po zara¿eniu oocystami kokcy-
diów. Dok³adne okre�lenie, który z narz¹dów jest od-
powiedzialny za wzrost stê¿enia cystatyny w surowi-
cy, wymaga pog³êbionych badañ z oznaczeniem kilku
ró¿nych parametrów biochemicznych i w³¹czeniem
oceny histochemicznej.
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