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Dodatki paszowe korzystnie zwiêkszaj¹ ilo�æ bak-
terii kwasz¹cych (11, 18), dzia³aj¹ na system immu-
nologiczny, po�rednicz¹c w procesie fagocytozy, wp³y-
waj¹ na aktywacjê i ró¿nicowanie limfocytów (16, 26,
27). Pod wp³ywem czynników ¿ywieniowych wystê-
puj¹ ró¿norodne zmiany w b³onie �luzowej jelit (4, 7,
23), w tym takie, które zmieniaj¹ wch³anianie sk³ad-
ników pokarmowych (12). Badania histologiczne wy-
kazuj¹ ich wp³yw na wzrost kosmków jelitowych oraz
zwiêkszenie liczby krypt. W kryptach mno¿¹ siê ko-
mórki nab³onkowe, produkowane s¹ czynniki odpor-
no�ci przeciwbakteryjnej � defensyny, oraz czynniki
endokrynne, np. chomogranina A. Pod wp³ywem do-
datków paszowych enterocyty krypt jelitowych zwiêk-
szaj¹ lub zmniejszaj¹ aktywno�æ proliferacyjn¹. Zmia-
nie ulega ich aktywno�æ wydzielnicza, np. produkcja
�luzu i czynników bakteriobójczych (8, 13, 23-25).

Celem badañ by³o okre�lenie wp³ywu dodatku anty-
biotyku lub prebiotyku na obraz histologiczny oraz
aktywno�æ apoptotyczn¹ i proliferacyjn¹ enterocytów
jelita cienkiego tuczników.

Materia³ i metody
Przeprowadzono eksperyment produkcyjny na 32 tucz-

nikach mieszañcach przydzielonych do grupy kontrolnej
(K) i do�wiadczalnej (D). Zwierzêta w czasie trwania do-
�wiadczenia by³y klinicznie zdrowe, (zaburzenia gastrycz-
no-jelitowe nie wyst¹pi³y), a przed tuczem zosta³y odroba-
czone. �winie utrzymywano indywidualnie, ¿ywiono sys-
temem dwufazowym, zgodnie z normami (3). Tuczniki K
otrzymywa³y 5% premiks z dodatkiem antybiotyku flavo-
mycyny (100 mg na 1 kg), a zwierzêta D premiks bez anty-
biotyku. Tucznikom do�wiadczalnym w I fazie tuczu po-
dawano 0,1% dodatek prebiotyku BIO-MOS (Saccharomy-
ces cerevisiae, szczep 1026). Wykonano badania sk³adu
chemicznego surowców i mieszanek paszowych AOAC (2)
z zastosowaniem aparatury Tecator, okre�lono ich warto�æ
pokarmow¹. Warto�æ energetyczna 1 kg mieszanki poda-
wanej tucznikom w I i II fazie tuczu wynosi³a 12,3 i 12,2
MJ EM (3), a zawarto�æ bia³ka w paszy dla �wiñ z grupy K
i D odpowiednio: I faza 165 i 166 g/kg i II faza 143 i 149
g/kg.

Po zakoñczeniu tuczu wybrano losowo i ubito przy ma-
sie 100,5 kg (± 0,5 kg) 16 tuczników (po 8 sztuk z grupy).
Post mortem pobrano wycinki z trzech odcinków jelita cien-
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kiego: dwunastnicy (D), jelita czczego (CZ) i jelita biodro-
wego (B) (5 × 20 mm ka¿dy), przep³ukano 0,9% roztwo-
rem soli fizjologicznej i utrwalono w 10% zbuforowanym
roztworze formaliny. Utrwalone wycinki zatopiono w pa-
rafinie (Paraplast-Sigma). Bloczki parafinowe krojono na
mikrotomie na seryjne skrawki grubo�ci 4 µm. Wykonano
barwienie histologiczne hematoksylin¹ i eozyn¹ (HE) i his-
tochemiczne paS-Alcjan (dla wykrycia mukopolisachary-
dów kwa�nych i obojêtnych).

Wykonano badania wstêpne, stosuj¹c do barwieñ gastry-
nê, somatostatynê, chromograninê. Immunohistochemicz-
nie oznaczano wystêpowanie antygenów bax, bcl-x, bcl-2,
PCNA i Ki-67. Na ich podstawie do badañ diagnostycz-
nych in vitro u¿yto przeciwcia³: Polyclonal Rabbit Anti-
Human Bax (bax); Polyclonal Rabbit Anti-Human Bcl-X
(bcl-x); Monoclonal Mouse Anti-Human BCL2, Oncopro-
tein, Clone 124 (bcl-2); Monoclonal Mouse Ant-Human
Ki-67, Clone Ki-S5 (Ki-67); Monoclonal Mouse Anti-Pro-
liferating Cell Nuclear Antygen (PCNA), Clone PC10
(PCNA).

Oceny preparatów dokonano z wykorzystaniem mikro-
skopu �wietlnego BX 50 Olimpus, przy powiêkszeniu
400 ×.

W preparatach barwionych metodami immunohistoche-
micznymi okre�lano reakcje dodatnie i ujemne, o charak-
terze rozproszonym (bax, bcl-x, bcl-2) lub policzalnym
(PCNA, Ki-67). Komórki PCNA dodatnie i Ki-67 dodat-
nie, liczono w trzech powtórzeniach, ka¿dorazowo do stu
komórek. Wynik obliczeñ zapisywano jako �redni¹ powtó-
rzeñ. Podobnie postêpowano obliczaj¹c procent komórek
kubkowych produkuj¹cych kwa�ne lub obojêtne mukopo-
lisacharydy.

Wyniki opracowano statystycznie stosuj¹c jednoczyn-
nikow¹ analiz¹ wariancji z wykorzystaniem metody naj-
mniejszych kwadratów.

Wyniki i omówienie
Nie stwierdzono ró¿nic potwierdzonych statystycz-

nie w czasie trwania tuczu, przyrostach dobowych
i wykorzystaniu paszy przez tuczniki z grupy K i D.
Wymienione wska�niki w grupie kontrolnej i do�wiad-
czalnej wynios³y, odpowiednio: 101,4 dnia, 786,1 g/
dobê i 2,73 kg/kg oraz 104 dni, 767,3 g/dobê i 2,78
kg/kg.

Wykonane standardowe barwienie hematoksylina-
-eozyna (ryc. 1), pos³u¿y³o do oceny histologicznej
poszczególnych odcinków jelit tuczników z grupy K
i D. W zrêbie b³ony �luzowej dwunastnicy (grupa K)
wystêpowa³y komórki jednoj¹drzaste, przy czym do-
minowa³y komórki plazmatyczne i tuczne (tab. 1).
W zrêbie b³ony �luzowej jelita czczego wyst¹pi³y na-
cieki komórek jednoj¹drzastych, ogniskowo z du¿ym
udzia³em komórek tucznych. Stwierdzano równie¿
ogniskowo nacieki z przewag¹ komórek limfoidnych.
W kryptach stwierdzono liczne komórki kubkowe.
W b³onie �luzowej jelita biodrowego stwierdzano ob-
fity naciek komórek jednoj¹drzastych, ogniskowo
z przewag¹ komórek plazmatycznych oraz ognisko-
wo z przewag¹ komórek tucznych (tab. 1).

W wycinkach dwunastnicy pobranych od tuczników
z grupy do�wiadczalnej (D) wykazano nacieki komó-
rek jednoj¹drzastych (tab. 1), ogniskowo z przewag¹
limfocytów oraz ogniskowo z przewag¹ komórek plaz-
matycznych i tucznych. W zrêbie jelita czczego w na-
ciekach komórkowych stwierdzano du¿y udzia³ komó-
rek tucznych, ogniskowo z udzia³em makrofagów oraz
nieco mniejszym udzia³em eozynofili. Nacieki komó-
rek jednoj¹drzastych, w tym obecno�æ makrofagów,
oraz ogniskowo nacieki komórek jednoj¹drzastych,
z udzia³em komórek tucznych stwierdzano w jelicie
biodrowym. Mo¿na uznaæ, ¿e obraz histologiczny
jelit tuczników w grupach K i D by³ porównywalny.
Osek (14) podkre�la istotny udzia³ enterocytów w za-
mianie monomerycznej postaci immunoglobulin IgA
w formê dimeryczn¹ zawieraj¹c¹ wydzielniczy kom-
ponent glikoproteinowy warunkuj¹cy ich odporno�æ
na proteolizê. Jednocze�nie sekrecyjne przeciwcia³a
klasy IgA odgrywaj¹ istotn¹ rolê w reakcjach odpor-
no�ciowych i obronnych ze strony uk³adu GALT.

Ryc. 1. Histologiczny obraz b³ony �luzowej jelita biodrowego
u �wini z grupy kontrolnej. Barwienie HE, pow. 100 ×
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Tab. 1. Ocena histologiczna nacieków komórkowych w b³o-
nie �luzowej jelit (barwienie H-E)

Obja�nienia: K � grupa kontrolna (flawomycyna); D � grupa do-
�wiadczalna (BIO-MOS); obecno�æ komórek: + � umiarkowana,
++ � liczne, +++ � bardzo liczne (ma³a, �rednia, du¿a); nacieki
komórek: * � umiarkowane, ** � obfite, *** � bardzo obfite
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W badaniach w³asnych udzia³ (odsetek) komórek
kubkowych wydzielaj¹cych mukopolisacharydy kwa�-
ne w porównaniu do wydzielaj¹cych mukopolisacha-
rydy obojêtne by³ bardzo wysoki i porównywalny
(brak ró¿nic statystycznie istotnych) w grupach K i D
w trzech badanych odcinkach jelit (tab. 2, ryc. 2).
W dwunastnicy i jelicie czczym tuczników z obu grup
(D i K) by³ wiêkszy ni¿ w jelicie biodrowym. Odsetek
komórek kubkowych wydzielaj¹cych mukopolisacha-
rydy obojêtne kszta³towa³ siê odwrotnie w trzech oce-
nianych odcinkach jelit (D-CZ-B). Wp³yw czynnika
¿ywieniowego na zmiany w jelitach obserwowano
w badaniach histochemicznych (6). Stwierdzono
wzrost liczby komórek kubkowych w kryptach i kosm-
kach jelitowych, zwiêkszenie wydzielania mucyn bê-
d¹cych podstawowym sk³adnikiem �luzu oraz brak

zmian w zakresie proporcji miê-
dzy kwa�nymi i obojêtnymi mu-
kopolisacharydami. Wykazano
te¿ zdolno�æ wi¹zania siê ze �lu-
zem jelitowym przeciwcia³ S-IgA,
co umo¿liwia wytworzenie do-
datkowej warstwy zabezpiecza-
j¹cej (14).

Apoptoza i proliferacja wystê-
puj¹ca w nab³onku jelit mog¹ byæ okre�lone
przy u¿yciu technik immunochistochemicz-
nych (1, 5, 10, 17). Wstêpne badania in situ
wykonane w ramach badañ w³asnych wy-
kaza³y przydatno�æ przeciwcia³ bax, bcl-x,
bcl-2 do oceny samobójczej �mierci komó-
rek. Stosuj¹c do znakowania bia³ek wymie-
nione przeciwcia³a uzyskano reakcje dodat-
nie (tab. 3). Czêsto obserwowano reakcjê
dyspersyjn¹ (ryc. 3). Apoptoza enterocytów
w kryptach jelitowych oceniona na podsta-
wie odsetka reakcji pozytywnych dla bax
i bcl-x oraz bcl-2 by³a jednak s³abo wyra-
¿ona. Odsetek dodatnich reakcji dla bax
i bcl-2 waha³ siê w grupie K i D odpowied-

nio: od 0% do 50% i od 25% do 100%. Dla bax by³
wiêkszy w dwunastnicy i jelicie czczym w grupie do-
�wiadczalnej w porównaniu z kontroln¹, a dla bcl-2
w dwunastnicy i jelicie biodrowym.

Bax nale¿y do rodziny bia³ek homologicznych
z Bcl-2. Bia³ka apoptotyczne Bax i Bcl-2 bior¹ udzia³
w regulacji procesu apoptozy (17, 20, 21). S¹ promo-
torami �mierci komórki. W j¹drze wystêpuje antago-
nista Bax � Bcl-2. Zwi¹zany jest on z chromosomami,
a poziom jego ekspresji zale¿y od cyklu komórkowe-
go i jest najwiêkszy podczas mitozy (21).

Odsetek komórek Ki-67 dodatnich i PCNA dodat-
nich nie wykazywa³ regularnych zale¿no�ci, uzyskane
reakcje by³y wyra�ne (tab. 4). Odsetek reakcji dodat-
nich po zastosowaniu Ki-67 by³ najwiêkszy w jelicie
czczym, s³abiej wyra¿ony w dwunastnicy, a najmniej-
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Tab. 2. Udzia³ komórek kubkowych w kryptach jelitowych (paS-Alcjan)
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Tab. 3. Ocena apoptozy enterocytów w kryptach jelitowych (procent re-
akcji)

Obja�nienia: reakcja: + dodatnia, � ujemna

Ryc. 2. Reakcja na obecno�æ mukopolisacharydów kwa�nych
i obojêtnych w b³onie �luzowej jelita biodrowego u �wini
z grupy kontrolnej. Barwienie histochemiczne paS-Alcjan,
pow. 200 ×

Ryc. 3. Dodatnia reakcja bcl-2 w jelicie czczym u �wini z gru-
py do�wiadczalnej. Barwienie immunohistochemiczne z u¿y-
ciem przeciwcia³ Clone 124, pow. 200 ×
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szy w jelicie biodrowym. W grupie D w porównaniu
z K reakcja na przeciwcia³o Ki-67 by³a s³abiej wyra-
¿ona, odpowiednio liczba komórek Ki-67 dodatnich
w trzech kolejnych odcinkach jelita (D-CZ-B) by³a
mniejsza o: 26,52, 10,26, 26,95 jednostek procento-
wych (ryc. 4 i 5, tab. 4).

Przeciwcia³o monoklonalne Ki-67 znakuje prolife-
ruj¹ce komórki z ekspresj¹ antygenu Ki-67, m.in.
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ANCP/01CP 24,77 a 33,46 b 025,2 80,37 57,56 434,2 71,76 00,65 508,2

Tab. 4. Ocena w³a�ciwo�ci proliferacyjnych enterocytów w kryptach jelitowych
(odsetek reakcji pozytywnych)

Obja�nienia: a, b � ró¿nice istotne statystycznie przy p £ 0,05

w komórkach zdrowych. Ekspresja antygenu wystê-
puje podczas wszystkich aktywnych faz cyklu komór-
kowego (faz G

1
, S, G

2
 i M), nie wystêpuje w fazie spo-

czynkowej (G
0
) i w komórkach nieaktywnych. Anty-

gen jest rozk³adany, kiedy komórka wchodzi w stan
nieproliferacyjny (22).

W badaniach w³asnych przy znakowaniu prepara-
tów przeciwcia³em PCNA, w grupie D w porównaniu
z K obserwowano mniej reakcji pozytywnych wska-
zuj¹cych na proliferacjê. W badanych grupach ¿ywie-
niowych (K, D) stwierdzono te¿ mniejsz¹ aktywno�æ
proliferacyjn¹ w kryptach w jelicie biodrowym w po-
równaniu z dwunastnic¹ i jelitem czczym. Porówna-
nie grupy D do K w odcinkach D-CZ-B charakteryzu-
je mniej nasilona reakcja dodatnia, odpowiednio o:
16,91, 10,03, 16,63 punktu procentowego (ryc. 6).
Ró¿nica istotna przy p £ 0,05 wyst¹pi³a miêdzy gru-
p¹ K i D dla dwunastnicy (tab. 4).

Przeciwcia³o monoklonalne PCNA umo¿liwia ozna-
czanie komórek proliferuj¹cych tkanek zdrowych (9).
Ekspresjê tego bia³ka obserwuje siê w koñcówce fazy
G

1
 i w pocz¹tkowej fazie S. PCNA ma zasadnicze zna-

czenie dla ci¹g³o�ci przebiegu cyklu komórkowego.
Oligonukleotydy o dzia³aniu przeciwstawnym do
PCNA zapobiegaj¹ przej�ciu komórek do fazy S cyklu.
PCNA spe³nia wa¿n¹ rolê dla ¿ycia i �mierci komó-
rek, jest elementem mechanizmu replikacji DNA

i naprawy jego uszkodzeñ. Brak lub
niski poziom czynno�ciowego PCNA
mo¿e prowadziæ do apoptozy komór-
ki (10, 15). W komórkach znaczonych
przeciwcia³em barwienie jest prawie
ca³kowicie ograniczone do j¹dra, ma
ono charakter rozlany, ziarnisty lub
mieszany (9).

W badaniach Domeneghini i wsp.
(7) ocena histometryczna i immuno-
histochemiczna (PCNA) po zastoso-
waniu L-glutaminy i/lub nukleotydów

Ryc. 5. Wystêpowanie komórek Ki-67 dodatnich w b³onie �lu-
zowej jelita czczego u �wini z grupy do�wiadczalnej. Barwie-
nie immunohistochemiczne z u¿yciem przeciwcia³ monoklo-
nalnych Ki-S5, pow. 200 ×

Ryc. 4. Wystêpowanie komórek Ki-67 dodatnich w b³onie �lu-
zowej dwunastnicy u �wini z grupy kontrolnej. Barwienie
immunohistochemiczne z u¿yciem przeciwcia³ monoklonal-
nych Ki-S5, pow. 200 ×

Ryc. 6. Wystêpowanie komórek PCNA dodatnich w b³onie
�luzowej jelita biodrowego u �wini z grupy kontrolnej. Bar-
wienie immunohistochemiczne z u¿yciem przeciwcia³ mono-
klonalnych PC 10. pow. 200 ×
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wykaza³a pozytywny efekt suplementacji na morfolo-
giczno-funkcjonalne cechy b³ony �luzowej jelit.

Sakata i wsp. (19) stwierdzili, ¿e krótko³añcucho-
we kwasy t³uszczowe, stymuluj¹ proliferacjê komó-
rek nab³onka, w ró¿nym stopniu: n-mas³owy > pro-
pionowy > octowy. Proliferacja nasila siê pod ich
wp³ywem. �ród³em tych kwasów mog¹ byæ procesy
fermentacyjne, mo¿na te¿ podawaæ je doustnie, w for-
mie wlewów do¿ylnych lub infuzji ¿o³¹dkowo-jelito-
wej (19).

Podsumowanie
Badania wstêpne in situ wykaza³y przydatno�æ u¿y-

tych przeciwcia³ bax, bcl-x, bcl-2 do oceny apoptozy.
Ocena histologiczna, histochemiczna i immunohi-

stochemiczna b³ony �luzowej jelita cienkiego zwierz¹t
otrzymuj¹cych antybiotyk paszowy lub prebiotyk,
wykaza³a zró¿nicowany wp³yw stosowanych dodatków
na cechy morfologiczne, apoptozê i zdolno�ci prolife-
racyjne nab³onka krypt. Mo¿na stwierdziæ brak nega-
tywnego oddzia³ywania BIO-MOS-u na b³onê �luzo-
w¹ jelita cienkiego tuczników.
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