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S chorzenia' uktadu kostnego drobiu sg powaz-
nym problemem dla produkcji drobiarskiej,
w szczegblnosci u ptakow wysokoprodukeyj-
nych. Wiasciwa kondycja uktadu kostnego ma
bezposredni wptyw na metabolizm i rozwdj cate-
go organizmu oraz oddziatywuje na efektywnos¢
chowu i hodowli, determinujac dobrostan pta-
kow. Selekcja genetyczna, zywienie, gospodarka
hormonalna, a takze wiek i pte¢ bezposrednio
lub posrednio wptywaja na dynamike przebiegu
procesow kostnienia (Tykatowski i in., 2010).
Metody uzytkowania drobiu stworzyly wyzsze
wymagania co do wytrzymatosci mechanicznej
uktadu kostnego u tych zwierzat. Intensywne
tempo wzrostu i rozwoju, a takze wyzszy stosu-
nek masy mie$niowej do masy kostnej prowadzi
u brojleréw do licznych przecigzen oraz schorzen
kosci. W ciaggu ostatnich dwudziestu lat znacz-
nie wzrosla czestotliwos¢ ztaman kosci u drobiu
(Cook, 2000; Knowles i in., 2008). Wedtug Tata-
ry iin. (2014), schorzenia uktadu kostnego moga
dotyczy¢ nawet 30% brojlerow w stadzie. Choro-
by metaboliczne kosci prowadzg do zmniejszenia
dziennych przyrostow masy ciala oraz masy ubo-
jowej, deformacji migs$ni piersiowych, infekcji
bakteryjnych, gorszego wykorzystania paszy, ku-
lawizn, krzywicy, a w konsekwencji — zwigkszo-
nej Smiertelnosci w stadzie (Crespo i in., 2000;
Lynch i in., 1992; Richards, 2010; Tatara, 2014).
Z uwagi na skale wystepowania patologii w ob-
rgbie uktadu szkieletowego u drobiu istnieje po-
trzeba poznania metod oceny metabolizmu tkan-
ki kostnej, tj. absorpcjometrii promieniowania X
o podwojnej energii, tomografii komputerowej,
badan mechanicznych kosci, biochemicznych

*Badania zostaly sfinasowane z dotacji celowej na na-
uke przyznanej przez Ministerstwo Nauki i Szkolnic-
twa Wyzszego; BM-4276 i DS-3253/ZAZ.

wskaznikow przebudowy kosci czy histomorfo-
metrii.

Absorpcjometria promieniowania X o podwdj-
nej energii

Absorpcjometria promieniowania X o po-
dwojnej energii, zwana czeéciej DEXA (z ang.
Dual-energy x-ray absorptiometry) jest znang
technika umozliwiajacg wczesne wykrywanie
zmian zachodzacych w tkance kostnej. W apara-
tach densytometrycznych zrodto promieniowania
stanowi lampa rentgenowska emitujgca wiagzke
o dwoch energiach. Poréwnanie poziomu pochta-
niania wigzki o nizszej energii i wigzki o wyzszej
energii pozwala okresli¢ mase oraz sktad tkanki,
przez ktorg przechodzi promieniowanie. Technika
ta pozwala na pomiar gestosci mineralnej kosci —
BMD (z ang. Bone Mineral Density) dla pewne-
go obszaru zainteresowania — ROI (z ang. Region
of Interest) badz dla catej kosci. Warto§¢ BMD
przeliczana jest na jednostke powierzchni i wy-
razana w g/cm’. DEXA pozwala takze okresli¢
mas¢ zmineralizowanej tkanki kostnej w okreslo-
nej okolicy ciata — BMC (z ang. Bone Mineral
Content). Wartos$¢ ta jest wyrazana w gramach.
Przyktadowy wynik badania densytometryczne-
go kosci piszczelowej kurczat brojleréw zostat
przedstawiony na fot. 1 i 2. Zaletami tej techniki
jest duza doktadnos$¢, szybki czas i prostota wy-
konania badania, a takze niewielka dawka pro-
mieniowania rentgenowskiego. Wadg natomiast
jest niemozno$¢ wyeliminowania bledow pomia-
row gestosci kosci, spowodowanych obecnos$cia
innych tkanek (tj. skora, piora, migsnie) ochra-
niajacych badane kosci. Dodatkowo cechuja ja
wysokie koszty oraz brak mobilnosci aparatury,
co ogranicza wykonanie badan srodowiskowych.
Jednakze, wielu autoré6w potwierdzilo w swo-
ich pracach przydatno$¢ tej techniki w ocenie
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metabolizmu tkanki kostnej u drobiu (Fettereri
in., 2013; Mitchell i in., 1997; Salas i in., 2012;

Schreiweis 1 in., 2003; Shahnazari i in., 2006;
Talaty i in., 2009).

Fot. 1. Przyktadowy wynik badania densytometrycznego kosci piszczelowej kurczat brojlerow
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Fig. 1. Exemplary result of tibia densitometry in broiler chickens

(J. Wojciechowska-Puchalka)

BMD ! ‘l'ncrung—mfult2 Age-Matched BMC Area
Region (g/cm2) (%) T-score (%) Z-score {a) {cm2)
Radius UD 0,247 = = 0,38 L.55
Ulna UD 0,000 - - 0,00 0,00
Radius 33% 0,153 = = 0,17 1,11
Ulna 33% 0,000 5 = 0,00 0,00
Bath UD 0,247 = - 0,38 1,55
Both 33% 0,153 = = 0,17 1,11
Radius Total 0,201 = = 0,60 2,98
Ulna Total 0,000 = - 0,00 0,00
Bath Total 0,201 * = 0,60 2,98

Fot. 2. Przyktadowy wynik badania densytometrycznego kosci piszczelowej kurczat brojlerow
Fig. 2. Exemplary result of tibia densitometry in broiler chickens
(J. Wojciechowska-Puchatka)

Ilo$ciowa tomografia komputerowa
Tomografia komputerowa — CT (z ang.
Computed Tomography) jest technikg stuzaca
do obrazowania przekrojow poprzecznych ciata
przy uzyciu promieniowania rentgenowskiego
(promienie X, RTG). Metoda ta pozwala na uzy-
skanie warstwowych przekrojéw ukazujacych
zarys, a takze struktur¢ wewnetrzng narzadow,
tj. ich wielkos¢ czy ksztalt. Dzigki wysokiej pre-
cyzji znalazta ona zastosowanie w badaniach
uktadu kostnego jako ilosciowa tomografia kom-
puterowa — QCT (z ang. Quantitative Computed
Tomography). Technika ta wykorzystuje zjawi-

sko ostabienia wigzki promieniowania podczas
przechodzenia przez okreslony obiekt (prawo
Lamberta-Berra). W trakcie badania czg$¢ pro-
mieniowa zostaje pochtonieta badz rozproszona.
Na pochtanianie promieniowania w znacznym
stopniu wptywa zawarto$¢ mineraléw oraz gru-
bo$¢ kosci. Pomiar natgzenia promieniowania
wyjSciowego oraz pomiar nat¢zenia promienio-
wania po przejsciu przez kos¢ pozwalaja na wy-
znaczenie jej masy. Przez poréwnanie uzyskane;j
warto$ci do objetosci otrzymujemy objetoscio-
wa gesto$¢ mineralng kosci — VBMD ( z ang.
Volumetric Bone Mineral Density) wyrazang w g/
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cm’. Zaletg tej techniki jest mozliwo$¢ pomiaru
VBMD w kazdej kosci szkieletu bez wzgledu na
jej strukture. Dodatkowo, pozwala ona na nieza-
lezny pomiar VBMD dla istoty gabczastej i istoty
zbitej kosci. Dodatnig cecha QCT jest rowniez
mozliwo$¢ wykonania pomiaréw geometrycz-
nych kosci, a takze pola powierzchni istoty zbitej
1 gabczastej. Tomografia komputerowa stuzy nie
tylko do diagnostyki, ale takze do monitorowania
zmian patologicznych w tkance kostnej. W prze-
ciwienstwie do absorpcjometrii promieniowania
X o podwojnej energii technika ta nalezy do me-
tod powtarzalnych i obiektywnych. Catkowicie
eliminuje ona btgdy pomiaru gesto$ci mineralne;j
spowodowane obecnoscig tkanek migkkich czy
pior. Dzigki temu wlasnie znalazta takze zasto-
sowanie w badaniach ukladu kostnego drobiu
(Charuta i in., 2012, 2013; Leslie i in., 2006;
Tatara i in., 2005).

Badania mechaniczne koSci

Wiedza na temat parametrOw mecha-
nicznych tkanki kostnej utatwia oceng rozktadow
naprezen 1 odksztalcen wystepujacych w kosci na
skutek obcigzen zewnetrznych. Wazna jest zatem
prawidtowa ocena korelacji pomigdzy wlasciwo-
$ciami mechanicznymi a strukturg tkanki kostne;.
Na wilasciwosci tkanki kostnej wptywaja: wiek
zwierzgcia, ple¢, stan zdrowia, gatunek, a takze
budowa, sktad chemiczny (pierwiastkowy) 1 geo-
metria ko$ci. Wraz z wiekiem obniza si¢ wytrzy-
mato$¢ istoty zbitej, a co za tym idzie zwigksza
si¢ jej podatno$¢ na ztamania. Budowa we-
wnetrzna 1 wlasno$ci mechaniczne tkanki kost-
nej adaptujg si¢ do zmieniajgcych si¢ warunkow
obcigzenia. Do wlasnoséci mechanicznych naleza:
wytrzymato$¢ (zdolnos$¢ kosci do przenoszenia
obcigzen bez jej zniszczenia), sprezystosé (zdol-
no$¢ kosci do odzyskania pierwotnego ksztaltu
1 rozmiaru po usunig¢ciu obcigzen), plastycznosé
(zdolnos¢ kosci do zmiany ksztattu po zdjeciu ob-
cigzen) i twardos¢ (odporno$¢ kosci na odksztat-
cenia trwate pod wpltywem sit dziatajacych na
niewielkg powierzchni¢ kosci). Przeprowadzenie
badan wytrzymato$ciowych kosci wymaga uzy-
cia specjalistycznego sprz¢tu, np. aparatu Instron
czy MTS Criterion wraz z komputerem rejestruja-
cym dane. Kosci dhugie sa najczesciej poddawane
trzypunktowym badz czteropunktowym probom
na ztamanie, zginanie lub skrecanie. Do najczg-
Sciej analizowanych parametréw mechanicznych

mozna zaliczy¢ modut Younga, okreslajacy spre-
zysto$¢ kosci, granice sprezystosci, wytrzymatosé
na $ciskanie, ciggliwos¢ czy energi¢ odksztatcenia.
Wirtz i in. (2000) potwierdzili korelacje wytrzy-
mato$ci na Sciskanie i modulu Younga z gestoscia
kos$ci. Stad tez, badania wytrzymatosciowe kosci
drobiu staty si¢ obiektem zainteresowan naukow-
cow (Burs 1 in., 2008; Kwiatkowska i in., 2016;
Kwiecien, 2006).

Biochemiczne wskazniki przebudowy koSci

Oznaczenie biochemicznych markeréw
obrotu kostnego pozwala na ocen¢ szybkosci
procesow kosciotworzenia i resorpcji. U drobiu
sa one oznaczane z surowicy krwi. Do marke-
row syntezy kosci zaliczamy m.in.: frakcje al-
kalicznej fosfatazy (BAP, z ang. bone-speci-
fic alkaline phosphatase), osteokalcyng (OC,
z ang. osteocalcin), markery osteoklastogenezy
(RANK/RANKL, z ang. receptor activator for
nuclear factor B/ligand) oraz osteoprotegery-
n¢ (OPG, z ang. osteoprotegerin), C-koncowy
propeptyd prokolagenu typu I (PICP, z ang.
procollagen type 1 carboxy-terminal propepti-
de) i N-koncowy propeptyd prokolagenu typu
I (PINP, z ang. procollagen type 1 amino-termi-
nal propeptide). Z kolei, do markeréw resorpcji
naleza m.in.: hydroksyprolina (HYP, z ang. hy-
droxyproline), pirydynolina (PYD, z ang. py-
ridinoline), deoksypirydynolina (DPD, z ang.
deoxypyridinoline), N-koncowy usieciowany
telopeptyd tancucha alfa kolagenu typu I (NTX,
z ang. N-terminal telopeptide of type I collagen),
C-koncowy usieciowany telopeptyd tancucha
alfa kolagenu typu I (CTX, z ang. C-telopeptide
of type 1 collagen). W badaniach na drobiu naj-
czesciej mierzonymi parametrami we krwi sa:
alkaliczna fosfataza, wapn, fosfor oraz albuminy.
Na wynik pomiaru ma wpltyw wiele czynnikdw,
w tym sposob pobrania probek, ich zabezpiecze-
nie, transport, sposob przechowywania, a przede
wszystkim wykorzystane techniki analityczne.
Markery obrotu kostnego umozliwiajag ocene
przemian metabolicznych ko$ci i stanowig miare
tempa obrotu kostnego, dzigki czemu zastuzyty
na uwage w pracach wielu autorow (Chen i in.,
2006; Guo i in., 2011).

Badania histomorfometryczne
Histomorfometria jest metodg badaw-
cza opierajaca si¢ na wykonaniu pomiaréw oraz
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okresleniu liczby struktur tworzacych tkanki.
Ocena preparatoéw histologicznych kosci stuzy do
ilo§ciowego opisu jakosci tkanki kostnej, a takze
charakterystyki dynamiki procesow metabolicz-
nych. Dla wlasciwej oceny histomorfometrycz-
nej nalezy zrozumie¢ anatomi¢ tkanki kostnej

oraz procesy zwiazane z jej przebudows. Istote
gabczastg (fot. 3) tworzy sie¢ rozgatezionych
beleczek. Uktad beleczek kostnych zapewnia
wytrzymato$¢ mechaniczng nasad kosci dtugich.
Istota zbita (fot. 4) tworzy natomiast trzony ko-
$ci dhugich.

Fot. 3. Tkanka kostna gabczasta kosci piszczelowej kurczat brojlerow: 1 — beleczki kostne, 2 — szpik kostny
(Masson Trichome; skala =100 um)
Fig. 3. Spongy bone tissue of tibia in broiler chickens: 1 — bone trabeculae, 2 — bone marrow
(Masson Trichome; scale =100 um)

Fot. 4. Tkanka kostna zbita ko$ci udowej kurczat brojlerow: 1 — osteon, 2 — kanat Haversa, 3 — jamki kostne,
4 — blaszki systemowe (Toluidine blue; skala = 30 pm)
Fig. 4. Compact bone tissue of femoral bone in broiler chickens: 1 — osteon, 2 — Haversial canal,
3 — osteocytic lacunae, 4 — lamella ossea (Toluidine blue; scale = 30 um)
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Do klasycznych wskaznikow oce-
ny struktury istoty gabczastej nalezg m.in: BS
(z ang. Bone Surface), czyli pole powierzchni
tkanki wypelniajacej probke, BV (z ang. Bone
Volume) — objetos¢ tkanki kostnej zawartej
w prébee, Conn.D (z ang. Connective Degree)
— ilo§¢ polaczen beleczek przypadajacych na
jednostke objetosci probki, DA (z ang. Degree
of Anisotropy) — stopiefi anizotropii budowy
poszczegbdlnymi osiami w probee, Tb.N (z ang.
Trabecular Number) — $rednia liczba beleczek na
jednostke pola powierzchni lub objetosci, Tb.Sp
(z ang. Trabecular Separation) — §rednia odle-
glos¢ pomiedzy beleczkami w probece, Tb.Th
(z ang. Trabecular Thickness) — $rednia grubos¢
beleczki w probce oraz TV (z ang. Trabecular
Volume), czyli objetos¢ probki istoty gabcza-
stej. Do klasycznych pomiarow struktury istoty
zbitej mozna natomiast zaliczy¢ miedzy innymi:
liczbe osteondow pierwotnych, liczbe osteonow
wtérnych, grubos¢ blaszek systemowych, gru-
bos¢ blaszek migdzysystemowych.

Istnieje kilka procedur zwigzanych z wy-
konaniem preparatow mikroskopowych z tkanki
kostnej. Jedng z nich jest sporzadzenie preparatow
nicodwapnionych, np. skrawkdéw kriostatowych,
dzigki ktorym istnieje mozliwo$¢ oceny iloscio-
wej wszystkich sktadowych tkanki. Wowczas tuz
po pobraniu materiatu nalezy go zamrozi¢ w cie-
ktym azocie badz na suchym lodzie, a nastgpnie
przechowywaé w temp. -80° az do momentu ana-
lizy. Mozna takze wykonywac preparaty odwap-
nione. Do odwapnienia ko$ci stosuje si¢ szereg
roztworéw, m. in. kwas solny, EDTA, czy mie-
szaniny EDTA i utrwalacza, np. formaliny. Jest
to jednak proces dlugotrwaty, trwajacy nawet do

6 tygodni. Odwapnione i utrwalone tkanki moz-
na wowczas zatopi¢ w odpowiednim do krojenia
medium, np. celoidynie, parafinie czy zywicach.
Proces ten pozwala na pokrojenie tkanki na od-
powiednio cienkie skrawki (okoto 5-6 um).
Przygotowane w ten sposob preparaty sa gotowe
do barwienia. Do klasycznych barwien histolo-
gicznych tkanki kostnej nalezg m. in. barwienie
hematoksyling i eozyna, barwienie trojbarwne
Massona Trichome, Von Kossa, Van Giesona i in.
Metody histomorfometryczne stosowane do ana-
lizy tkanki kostnej pozwalaja przede wszystkim
na ilo$ciowa, a takze jakoSciowa analize bada-
nych cech. Stanowig takze najdoktadniejsze zro-
dlo informacji na temat struktury i metabolizmu
tkanki kostne;j.

Podsumowanie

Analiza pi$miennictwa po§wieconego
temu zagadnieniu wykazala, ze istnieje szereg me-
tod umozliwiajacych oceng tkanki kostnej drobiu.
W trakcie wzrostu i rozwoju zwierzat dochodzi
do remodelingu kosci, a takze zmian patologicz-
nych. Mozliwo$¢ oceny wytrzymato$ci mecha-
nicznej ko$ci, absorpcjometria promieniowania X
o podwojnej energii, illosSciowa tomografia kom-
puterowa, histomorfometria stanowia najbardziej
wiarygodne metody oceny jakos$ci uktadu kostne-
go. Dlatego tez, rozwdj technik oraz metod po-
zwalajacych na oceng stanu struktury kosci moga
przyczyni¢ si¢ do obnizenia strat ekonomicznych
w produkcji drobiarskiej, a takze poprawy zdro-
wotnosci tych zwierzat. Prawidtowo zbilansowa-
na dieta, a takze zapewnienie odpowiednich wa-
runkow zoohigienicznych wydaja si¢ by¢ kluczo-
wym zagadnieniem podczas odchowu ptakow.
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METHODS FOR EVALUATION OF BONE TISSUE METABOLISM IN POULTRY
Summary

Proper functioning of the poultry skeletal system is essential for the normal development and metabo-
lism of the whole body. The rapid rate of growth and development, as well as the higher ratio of muscle mass to
bone mass in broiler leads to bone overloading and abnormalities. Bone metabolic diseases result in reduced daily
weight gains and slaughter weight, pectoral muscle deformities, bacterial infections, higher feed conversion, lame-
ness and rickets, thus increasing flock mortality. Therefore, the aim of this study was to analyse different methods
of evaluating bone tissue metabolism in poultry, namely dual-energy X-ray absorptiometry (DEXA), quantita-
tive computed tomography (QCT), bone mechanical tests, biochemical markers of bone metabolism, as well as
histomorphometric tests. A better understanding of the skeletal system function in poultry is important to poultry
breeding. Numerous bone tissue pathologies are the main factor limiting the profitability of poultry production. It
is therefore necessary to perform an optimal evaluation of the skeletal system quality in these birds.

Key words: poultry, bone tissue metabolism, bone metabolic diseases
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