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Serum concentration of cystatin and antitrypsin activity in chicken infection diseases

Summary

The aim of the study was to determine the influence of some pathogens on the serum level and dynamics of
chicken cystatin and c1-protease inhibitor. The experiment was carried out on 150 Starbro chickens that were
randomly selected into 6 groups. Group I was the control, group II and III were infected with REO virus and
Marek’s disease virus, group IV with invasive Eimeria oocysts, and V and VI with E. coli and S. aureus
respectively. The level of chicken cystatin was determined by ELISA test and «a1-protease inhibitor as an
antitrypsin capacity. It was demonstrated that the concentration of chicken cystatin increased in chickens
with the virus infection REO and MDYV by about 54% and 29%, while with E. coli and S. aureus by 43%. The
smallest changes, observed in chickens infected with Eimeria oocyst, amounted to 16%. In contrast, the
authors only observed an increase of the level o1-protease inhibitor in coccidiosis. The authors postulate that
chicken cystatin is more useful as a diagnostic parameter than a1-protease inhibitor in the analysed diseases.
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Mikroorganizmy — bakterie, wirusy 1 pierwotniaki
sa przyczyna wielu chorob u drobiu. Do czgstszych
naleza: kolibakterioza, stafylokokoza, choroba Ma-
reka, reowiroza oraz kokcydioza. Prowadza one do
uszkodzen narzadow wewngtrznych, obnizajac poziom
produkcji 1 podwyzszajac jej koszty (5, 26). Okres-
lenie mozliwo$ci uzyskania wolnych od zakazenia pta-
kéw oraz objecie ich programem nadzoru i profilak-
tyki jest szczegélnie wazne w dobie intensyfikacji
produkcji zwierzgcej. Jedna z metod wspomnianego
programu moglyby by¢ oznaczenia parametrow bio-
chemicznych surowicy krwi. Testy biochemiczne uzyte
w monitorowaniu przebiegu choroby umozliwilyby
réwniez oceng skutecznosci stosowania nowych lekow.
Wzorujac si¢ na badaniach u ludzi, mozna wzia¢ pod
uwage chociazby biatka ostrej fazy, ktore pojawiaja
si¢ w organizmie na skutek uszkodzen tkanek, stanu
zapalnego czy zakazen (14). Jedna z plerwszych prac
(1995 r.), w ktorej zaproponowano takie podejscie
u kur bylo oznaczanie bialek ostrej fazy w przebiegu
eksperymentalnie wywotanego stanu zapalnego (21).
Niestety, jak dotad mechanizmy oraz poszczeg6lne
biatka biorace udzial w odpowiedzi ostrej fazy u pta-
kéw nie zostaty jeszcze dobrze poznane. Wiadomo,
ze podczas stanow zapalnych u kur dochodzi do wzros-
tu stezen takich biatek, jak: kwasna « -glikoproteina
(10), transferyna (25), fibronektyna (1) 1 surowiczego

amyloidu A (4) oraz spadku tzw. negatywnych bialek
ostrej fazy: albumin (9). Opis wybranych biatek ostre;j
fazy u ptakow podano w opracowaniach przeglado-
wych (12, 14).

Celem badan byto okreslenie przydatnosci diagno-
styczne] oznaczania surowiczego stgzenia cystatyny
(inhibitora proteaz cysteinowych), uznanego markera
filtracji ktgbuszkowej nerek u ludzi w przebiegu kilku
wybranych chorob u kur, takich jak: kolibakterioza,
stafylokokoza, choroba Mareka, reowiroza oraz kok-
Cydioza Uzyskane wyniki poréwnywano z aktyw-
noscia (pojemnoscia) antytrypsynowa, pochodzaca
w 90% od ¢ -inhibitora proteaz («,-IP, dawniej nazy-
wanego antytrypsynq) inhibitora proteaz seryno-
wych nalechego do grupy biatek ostrej fazy.

Materialy i metody

Badaniami objgto stado brojleréw Starbro liczace 150
sztuk, ktoére podzielono na 6 grup. Grupg I, kontrolna, sta-
nowity ptaki zdrowe. Grupg Il tworzyty ptaki zakazone
w 1. dobie eksperymentu wirusem Reo, a grupg III wiru-
sem choroby Mareka (MDV). W 10 dobie trwania ekspe-
rymentu zarazono IV grupe kultura inwazyjnych oocyst
kokcydiow E. tenella w dawce 1,5 x 10, wyizolowanych
z terenowego przypadku kokcydiozy. W 14. dobie zakazo-
no grupg V bakteriami Staphylococcus aureus w dawce
1 ml x 107 jtk oraz grupg VI — Escherichia coli w dawce
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1 ml x 107 jtk. Wszystkie ptaki poza grupa czwarta uodpor-
niono przeciwko kokcydiozie w 5. dniu odchowu przy uzy-
ciu szczepionki Livacox T. Co tydzien, przez okres 6 ty-
godni, pobierano krew i uzyskane surowice przechowywa-
no zamrozone w temperaturze —80°C, do chwili wykona-
nia oznaczen.

W badanych surowicach oznaczono stg¢zenie kurzej cy-
statyny testem ELISA (7). Jako przeciwcial optaszczaja-
cych uzyto kozich przeciwciat skierowanych przeciwko
kurzej cystatynie, o stgzeniu 3 pg/ml w roztworze soli
fizjologicznej buforowanej fosforanami (PBS). Nanoszo-
no po 100 pl do studzienki i inkubowano 2 godz. w temp.
37°C. Po tym czasie zawarto$¢ studzienek wylewano przez
energiczne wytrzasanie, a nadmiar niezwigzanych przeciw-
ciat odptukiwano, nanoszac po 250 pl 0,05% roztworu
Tween 20 (firmy Sigma Chemical) w PBS (PBS-T), 1 raz
szybko i1 4 razy wolno, zachowujac 5-minutowe odstgpy
migdzy kolejnymi ptukaniami. Wolne miejsca wiazace blo-
kowano, nanoszac po 250 pl 1% roztworu albuminy woto-
wej (BSA — otrzymanej w Zaktadzie Biochemii Farmaceu-
tycznej AM we Wroctawiu) w 0,05% roztworze Tween 20
PBS (PBS-T-BSA) przez 2 godz. w temp. 37°C i nastgpnie
cata noc w 4°C. Nadmiar BSA odptukiwano tak, jak opisa-
no powyzej. Kolejnym etapem bylo nanoszenie standar-
dow cystatyny i badanych probek rozcienczonych w PBS-T
w objetosci 100 pl na studzienke i 1-godz. inkubacja
w temp. 37°C. Nadmiar niezwigzanych reagentéw odptu-
kiwano jak wyzej. Ostatnim elementem kanapki byto na-
noszenie koniugatu o st¢zeniu 1 pg/ml w roztworze PBS-
-T-BSA. Nanoszono go po 100 pl i inkubowano przez
1 godz. w temp. 37°C. Nadmiar koniugatu odptukiwano
jak wyzej. Aktywno$¢ peroksydazowa oznaczano, inkubu-
jac przez 30 min., w temperaturze pokojowej, bez dostgpu
swiatta, z 200 pl roztworu zawierajacego: 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 ul H,O,. Reakcjg przerywano przez doda-
nie 50 pl 3 M kwasu solnego. Absorbancj¢ probek odczy-
tywano przy dlugosci fali A = 492 nm i filtrze referencyj-
nym A = 630 nm.

W badanych probkach surowicy oznaczono takze biatko
catkowite metoda Bradford (3) oraz aktywno$¢ antytryp-
synowa « -inhibitora proteaz wg Schona i wsp. (18), wy-
korzystujac jako substrat N-a-benzoilo-DL-arginylo-$-naf-
tyloamid (firmy Sigma Chemical), ktorej jednostka (J) jest
1 g zahamowanej trypsyny przez 1 L surowicy.

Analizg statystyczna przeprowadzono przy uzyciu pro-
gramu Statistca PL StatSoft-Polska, z zastosowaniem testu
analizy wariancji ANOVA. Za statystycznie istotne uzna-
no réznice przy p < 0,05.

Wyniki i omowienie

Ptaki zakazone wirusem Reo oraz MDV cechowaty
si¢ apatia, osowiatoscia oraz zmniejszonym taknie-
niem. Po kilku dniach odnotowano padnigcia, kula-
wizny i obrzeki stawdéw skokowych. Obraz kliniczny
obserwowany po zakazeniu byt typowy dla uzytego
patogenu.

Z oznaczonych w surowicy krwi parametrow: stg-
zenia cystatyny, pojemnosci antytrypsynowej oraz stg-
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zenia biatka catkowitego nie wykazano istotnych roz-
nic migdzy grupami jedynie dla biatka catkowitego.
Uzyskane dla niego warto$ci miescity si¢ w przedzia-
le stezen 28,0-32,0 g/L.

Poziom cystatyny w surowicy krwi ptakow oraz
aktywnos¢ a —IP zestawiono w tab. 112. Poziom cys-
tatyny u ptakow grupy kontrolnej byt statystycznie
istotnie podwyzszony w 6. tygodniu odchowu. Naj-
mniejsze zmiany w stgzeniu cystatyny wykazano
u ptakdéw zarazonych inwazyjnymi oocystami kokcy-
diow. W 2. tygodniu wzrosto ono okoto 16% w sto-
sunku do grupy kontrolnej 1 utrzymywato si¢ na zbli-
zonym poziomie do konca trwania eksperymentu
(tab. 1). Po zakazeniu wirusami, a szczeg6lnie wiru-
sem Reo, odnotowano znaczniejszy wzrost st¢zenia
cystatyny. U kurczat zakazonych wirusem Reo wzrost
utrzymywal si¢ od 1. do 5. tygodnia w stosunku do
kontroli, osiagajac najwyzsza warto$¢ w 4. tygodniu
(dzien 28., 8,62 + 2,36 mg/L, p < 0,001). Z kolei po
zakazeniu wirusem choroby Mareka obserwowano
istotny wzrost st¢zenia cystatyny w 3. 1 4. tygodniu,
odpowiednio 7,24 + 1,24 mg/L (p<0,05)17,23 £ 1,63
mg/L (p <0,01) oraz nieistotny spadek w 35. dniu.

W grupach kurczat zakazonych E. coli 1 S. aureus
stezenie cystatyny w surowicy byto podwyzszone przez
caty okres trwania obserwacji (od 10% do 40%), osia-
gajac najwyzsza wartos¢ w 21. dniu po zakazeniu
E. coli(8,57+ 1,83 mg/L, p<0,05)128. dniu po zaka-
zeniu S. aureus (8,9 = 2,1 mg/L).

Kurza cystatyna, podobnie jak ludzka cystatyna C
sa malymi biatkami nalezacymi do rodziny 2 superro-
dziny cystatyn lub rodziny IC25 (wg nowej klasyfi-
kacji zmieszczonej w bazie danych MEROPS http://
merops.sanger.ac.uk). Hamuja one endo- i egzogenne
proteazy cysteinowe (bakteryjne, wirusowe), wykazuja
aktywnos$¢ antywirusowa i antybakteryjna oraz modu-
luja uktad immunologiczny. Ludzka cystatyna C
uczestniczy w patomechanizmie choréb nowotworo-
wych, stanow zapalnych, choréb neurodegeneracyj-
nych i 1nnych (16).

Pomimo iz plerwszq wyizolowana cystatyna byla
cystatyna bialka jaja kurzego, to w piSmiennictwie nie
ma prac odnoszacych si¢ do jej stgzenia w surowicy
krwi chorych kur. Wiadomo jedynie, ze wystgpuje
w surowicy kurczat obu pici, a jej stgzenie oznaczone
metoda immunodyfuzji radialnej to okoto 1 mg/L (2).
Stezenie cystatyny w biatku jaja zmienia si¢ podczas
embriogenezy (7), a takze zalezy od wieku niosek (22).
Szczegotowe wihasciwosci kurzej cystatyny opisane
zostaly przez Golgbia 1 wsp. (8), za§ wlasciwosci prze-
ciwbakteryjne w publikacji Wesierskiej i wsp. (24).

Przez analogig do ludzkiej cystatyny C mozna przy-
puszczaé, ze wykazane w naszych badaniach zmiany
surowiczego st¢zenia cystatyny u zakazonych kurczat
moga by¢ wynikiem zaburzenia filtracji kigbuszkowej
nerek (GRF). U 0s6b zdrowych stezenie cystatyny C
utrzymuje sig na statym poziomie i jest niezalezne od
pici, masy mig$niowej i przewlektych stanéw zapal-
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Tab. 1. Stezenie kurzej cystatyny C (mg/L) w surowicy krwi i zmiany (%) w stosunku do kontroli (n =20; X £ 5)

Pobrania Grupa ptakéw
o | be | 5 | Lo | e | % | zaens | % | zaeamie | 3
(dni) Kontrola wizrz';:ﬁnrllfm % | zakazenie MDV | " kzoakroayz:i:::i o Za;az:;lile % Zsa.k:;fen':: %
1(7) 6,00 +1,19 | 6,72 + 1,58 M2 | 6,47 £1,21 18
Il(14) | 6,13£1,03 |7,42:1,94 121 6,35 1,34 14| 613133 | 0
I (21) 6,08 +0,81 | 8,02+1,87** 132 | 7,24 +1,24* 19| 7,03+1,36 116 | 6,70 + 0,93 110 | 6,94 + 1,63 114
IV(28) | 561+114 |862+236%| 154 723+163* | 129| 572+122 | 12 |8,0421,27***| 143 | 8,0022,58* | 143
V(35 | 6,90:1,93 |7,98+143 116 | 6,411,18 7 | 7,28:1,71 | 15 |857+1,83* | 124| 8632235 | 125
VI (42) 7,64 197 |6,71+1,15 12 | 7,02 £1,27 8 7,41 +1,34 3 |6,87+1,03 10 | 8,91 2,11 M7

Objasnienia: roznice statystycznie istotne przy

*—p <005 *—p<0,01; ***

—p < 0,001; 1 —wzrost w stosunku do kontroli

Tab. 2. Aktywno$¢ a -inhibitora proteaz (J/L) w surowicy krwi i zmiany (%) w stosunku do kontroli (n = 15; X +5)

Pobrania Grupa ptakéw
krwi I v ) n . v . v : v .,
(dni) Kontrola wizrz';:ﬁnrllfm % | zakazenie MDV | " kzoakroayz:i:::i o Za;az:;lile % Zsa.k:;fen':: %
1(7) | 1,39:024 |1,17:0.21 16 | 0782041 | 44
N(14) | 1,26+0,13 |0,85+0,20*** | 32 |0,96:032* | 24 |1,000,26** | 14
(1) | 1242021 |0802020%* | 35 [1,2430,21 0 | 2462031 | 1990052019 | 23 |1,012048 | 18
IV (28) 1,07 0,25 | 1,35+0,29* 126 | 0,99 + 0,35 8 [1,72+0,40 160 | 0,90 0,10 16 | 2,94 +0,83*** | 1175
V(35) | 140026 [09120,15**| 35 1152046 | 18 |1,452021***| 14 | 0,8720,21***| 38 [1,20:0,38 5
VI (42) 1,14 +0,17 | 1,26 £ 0,20 110 | 1,14 + 0,26 0 |2,53+0,63 1122] 0,75+ 0,26*** | 34 | 0,50 + 0,29** 56

Objasnienia: jak w tab. 1.

nych. W chorobach przebiegajacych nawet z tagod-
nym spadkiem GFR obserwuje si¢ wzrost st¢zenia
cystatyny C. Wzrost jej st¢zenia w surowicy zaobser-
wowano takze w chorobach tarczycy, chorobie nowo-
tworowej (czerniak, rak jelita grubego i ptuc), AIDS
oraz podczas leczenia glukokortykosteroidami lub cyk-
losporynami (16).

W przebiegu zakazenia kurczat uzytymi w ekspery-
mencie patogenami dochodzi, migdzy innymi, do
uszkodzenia wa;rroby 1 przewodu pokarmowego, co
moglo przyczymc si¢ do wzrostu stezenia cystatyny
w surowicy (15). Uwaza sig, ze wzrost stgZenia cysta-
tyny u chorych na nowotwory i marsko$¢ watroby, ko-
relujacy ze stopniem jej zwldknienia, zwiazany jest
z nieznacznym obnizeniem GFR (6). Ponadto w prze-
biegu eksperymentalnego zakazenia u kurczat mogto
doj$¢ do zaburzenia rownowagi enzym/inhibitor przez
enzymy pochodzenia bakteryjnego. Wiadomo, ze bak-
terie S. aureus produkuja proteazy cysteinowe, ktore
umozliwiaja ich rozwoj (20), oraz ze cystatyna « ha-
muje ich wzrost (19). Nie mozna wigc wykluczy¢, ze
zwigkszenie stezenia cystatyny jest w jakiej$ mierze
odpowiedzia organizmu na pojawienie si¢ wigkszej
iloci proteaz cysteinowych syntetyzowanych przez
mikroorganizmy. Ponadto, cystatyny wszystkich ro-
dzin, w tym kurza cystatyna, indukuja syntezg NO
przez makrofagi otrzewnowe aktywowane y-inter-
feronem (23), ktérego synteza moze mie¢ znaczenie

w odpowiedzi immunologicznej wywolanej przez wy-
zej wymienione choroby.

Syntetyzowany gtéwnie w watrobie & -inhibitor pro-
teaz jest jednym z najsilniejszych inhibitoréw proteaz
serynowych (serpin). Nalezy do biatek ostrej fazy row-
niez u kur (14). Jego podstawowa funkcja to modulo-
wanie aktywnosci elastazy, uwalnianej z granulo-
cytow wielojadrzastych (11). Chroni tkanki przed pro-
teazami leukocytéw, makrofagdéw i bakterii oraz
proteazami lizosomalnymi uwalnianymi w wyniku
urazu. Jego niedobor prowadzi do niekontrolowanej
aktywnosci elastynolitycznej, co stwarza szczego6lne
zagrozenie dla tkanki ptucnej (17).

W niniejszych badaniach oznaczano aktywnosc¢ (po-
jemnos¢) antytrypsynowa, ktora jest miernikiem funk-
cji biologicznej inhibitora, ale nie idzie w parze ze ste-
zeniem oznaczanym metoda immunologiczna. Wiado-
mo bowiem, ze pewne stany patologiczne, takie jak:
nowotwory, choroby nerek i watroby oraz cukrzyca
prowadza do obnizenia aktywnosci wiasciwej (13).
Najwigksze zmiany w aktywnosci ¢, -IP wykazano dla
kokcydiozy (tab. 2). W 2. tygodniu trwania choroby
aktywnos$¢ wzrosta okoto 2-krotnie w stosunku do gru-
py kontrolnej. Po zakazeniu rewirusem odnotowano
spadek pojemnosci antytrypsynowej w stosunku do
kontroli, ktéry utrzymywat si¢ od 2. do 5. tygodnia.
Natomiast u kurczat zakazonych wirusem choroby
Mareka wystapito jedynie niewielkie obnizenie aktyw-
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nosci « -IP w 2. tygodniu. Po zakazeniu E. coli obni-
zona aktywnos$¢ « -IP w surowicy krwi utrzymywata
si¢ przez caly okres obserwacji kurczat, osiagajac naj-
nizsza warto$¢ w 28. dniu. Z kolei po zakazeniu
S. aureus najwyzsza aktywno$¢ antytrypsynowa wy-
kazano w 14. dniu choroby.

Widoczne w przebiegu eksperymentu wahania ak-
tywnosci « -IP s trudne do interpretacji. Moga one
by¢ odzwierciedleniem dynamiki procesu chorobowe-
go. Pojawienie si¢ zwigkszonej ilo$ci proteaz w ukta-
dzie krazenia prowadzi do tworzenia kompleksow
z inhibitorem, ktore sa szybko usuwane. Obnizona ak-
tywnos$¢ specyficzna a -IP moze tez wynika¢ z jego
zuzycia, gdyz uszkodzona watroba nie nadaza z bio-
synteza, jak tez stresu oksydacyjnego wywolanego
choroba (17).

Reasumujac mozna stwierdzi¢, ze wigksza przydat-
no$¢ w monitorowaniu przebiegu chorob zakaznych
u kur posiada oznaczenie cystatyny niz aktywnosci
a -IP. Wzrost stgzenia cystatyny obserwuje sig po za-
kazeniu bakteriami (E. coli i S. aureus) (43%) 1 wiru-
sami (wirusem Reo 54% oraz wirusem choroby Mare-
ka 29%), a najnizszy po zarazeniu oocystami kokcy-
diéw. Doktadne okreslenie, ktory z narzadow jest od-
powiedzialny za wzrost st¢zenia cystatyny w surowi-
cy, wymaga poglebionych badan z oznaczeniem kilku
réznych parametréw biochemicznych i wlaczeniem
oceny histochemiczne;j.
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