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Effect of chosen feed additives on the histology of mucosa in fatteners’ intestines

Summary

The experiment studied 32 crossbred fatteners. The animals were fed in a two-stage system with the addition
of feed antibiotic (control group — C) or prebiotic BIO-MOS (Saccharomyces cerevisiae, strain 1026; 0.1%
during the first period of fattening) (experimental group — E). From 16 animals chosen at random (8 fatteners
each from groups E and C) the following sections of small intestine were sampled post mortem and preserved
for histological, histochemical and immuno-histochemical evaluation: duodenum, jejunum and ileum.
Staining by the review (H-E) and paS-Alcjan method was carried out. Antibodies bax, bcl-x, bel-2 and PCNA
and Ki-67 were used to evaluate apoptosis and proliferation.

The preliminary studies in situ revealed the suitability of the employed antibodies: bax, bcl-x and bcl-2 in
evaluating apoptosis. Histological, histochemical and immuno-histochemical evaluation of the mucosa in the
small intestines of the animals receiving feed antibiotic or its replacer — prebiotic, showed that the effect of the
employed additives differentiated in terms of morphological traits, apoptosis and proliferation abilities of crypts’
epithelium. It was concluded that there were no negative effects of BIO-MOSS on the mucosa of the small

intestine in fatteners.
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Dodatki paszowe korzystnie zwigkszaja ilo$¢ bak-
terii kwaszacych (11, 18), dziataja na system immu-
nologiczny, posrednlczqc w procesie fagocytozy, wply-
waja na aktywacje i réznicowanie limfocytow (16, 26,
27). Pod wptywem czynnikow Zywieniowych wyste-
puja réznorodne zmiany w blonie §luzowe;j jelit (4, 7,
23), w tym takie, ktore zmieniaja wchtanianie skfad-
nikow pokarmowych (12). Badania histologiczne wy-
kazuja ich wptyw na wzrost kosmkow jelitowych oraz
zwigkszenie liczby krypt. W kryptach mnoza si¢ ko-
morki nabtonkowe, produkowane sa czynniki odpor-
nosci przeciwbakteryjnej — defensyny, oraz czynniki
endokrynne, np. chomogranina A. Pod wplywem do-
datkoéw paszowych enterocyty krypt jelitowych zwigk-
szaja lub zmniejszaja aktywnos¢ proliferacyjna. Zmia-
nie ulega ich aktywno$¢ wydzielnicza, np. produkcja
$luzu i czynnikéw bakteriobojczych (8, 13, 23-25).

Celem badan byto okreslenie wptywu dodatku anty-
biotyku lub prebiotyku na obraz histologiczny oraz
aktywno$¢ apoptotyczna i proliferacyjna enterocytow
jelita cienkiego tucznikow.

* Projekt KBN Nr P06Z 026 25.

Materiat i metody

Przeprowadzono eksperyment produkcyjny na 32 tucz-
nikach mieszancach przydzielonych do grupy kontrolnej
(K) i doswiadczalnej (D). Zwierzgta w czasie trwania do-
swiadczenia byly klinicznie zdrowe, (zaburzenia gastrycz-
no-jelitowe nie wystapity), a przed tuczem zostaly odroba-
czone. Swinie utrzymywano indywidualnie, zywiono sys-
temem dwufazowym, zgodnie z normami (3). Tuczniki K
otrzymywaly 5% premiks z dodatkiem antybiotyku flavo-
mycyny (100 mg na 1 kg), a zwierzeta D premiks bez anty-
biotyku. Tucznikom do$wiadczalnym w I fazie tuczu po-
dawano 0,1% dodatek prebiotyku BIO-MOS (Saccharomy-
ces cerevisiae, szczep 1026). Wykonano badania sktadu
chemicznego surowcow i mieszanek paszowych AOAC (2)
z zastosowaniem aparatury Tecator, okreslono ich wartos¢
pokarmowa. Warto$¢ energetyczna 1 kg mieszanki poda-
wanej tucznikom w I i II fazie tuczu wynosita 12,3 1 12,2
MJ EM (3), a zawarto$¢ biatka w paszy dla §win z grupy K
1 D odpowiednio: I faza 1651 166 g/kg i Il faza 143 i 149
g/kg.

Po zakonczeniu tuczu wybrano losowo 1 ubito przy ma-
sie 100,5 kg (+ 0,5 kg) 16 tucznikow (po 8 sztuk z grupy).
Post mortem pobrano wycinki z trzech odcinkow jelita cien-
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kiego: dwunastnicy (D), jelita czczego (CZ) i jelita biodro-
wego (B) (5 x 20 mm kazdy), przeptukano 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 grubosci 4 pum. Wykonano
barwienie histologiczne hematoksylina i eozyna (HE) 1 his-
tochemiczne paS-Alcjan (dla wykrycia mukopolisachary-
déw kwasnych i obojetnych).

Wykonano badania wstgpne, stosujac do barwien gastry-
ng, somatostatyng, chromograning. Immunohistochemicz-
nie oznaczano wystgpowanie antygenow bax, bcl-x, bel-2,
PCNA i Ki-67. Na ich podstawie do badan diagnostycz-
nych in vitro uzyto przeciwcial: 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 preparatéw dokonano z wykorzystaniem mikro-
skopu $wietlnego BX 50 Olimpus, przy powigkszeniu
400 x.

W preparatach barwionych metodami immunohistoche-
micznymi okres$lano reakcje dodatnie i ujemne, o charak-
terze rozproszonym (bax, bcl-x, bcl-2) lub policzalnym
(PCNA, Ki-67). Komorki PCNA dodatnie i Ki-67 dodat-
nie, liczono w trzech powtorzeniach, kazdorazowo do stu
komorek. Wynik obliczen zapisywano jako $rednia powto-
rzen. Podobnie postgpowano obliczajac procent komorek
kubkowych produkujacych kwasne lub oboj¢tne mukopo-
lisacharydy.

Wyniki opracowano statystycznie stosujac jednoczyn-
nikowa analiza wariancji z wykorzystaniem metody naj-
mniejszych kwadratow.

Wyniki i omowienie

Nie stwierdzono réznic potwierdzonych statystycz-
nie w czasie trwania tuczu, przyrostach dobowych
1 wykorzystaniu paszy przez tuczniki z grupy K i D.
Wymienione wskazniki w grupie kontrolnej i doswiad-
czalnej wyniosty, odpowiednio: 101,4 dnia, 786,1 g/
dobe 1 2,73 kg/kg oraz 104 dni, 767,3 g/dobg 1 2,78
kg/kg.

Wykonane standardowe barwienie hematoksylina-
-eozyna (ryc. 1), postuzylo do oceny histologiczne;j
poszczegolnych odcinkdw jelit tucznikdéw z grupy K
1 D. W zr¢bie blony sluzowej dwunastnicy (grupa K)
wystgpowaly komorki jednojadrzaste, przy czym do-
minowaly komorki plazmatyczne i tuczne (tab. 1).
W zrebie blony §luzowej jelita czczego wystapity na-
cieki komorek jednojadrzastych, ogniskowo z duzym
udzialem komorek tucznych. Stwierdzano réwniez
ogniskowo nacieki z przewaga komorek limfoidnych.
W kryptach stwierdzono liczne komorki kubkowe.
W btonie §luzowej jelita biodrowego stwierdzano ob-
fity naciek komorek jednojadrzastych, ogniskowo
z przewaga komorek plazmatycznych oraz ognisko-
wo z przewaga komorek tucznych (tab. 1).
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u $wini z grupy kontrolnej. Barwienie HE, pow. 100 x

Tab. 1. Ocena histologiczna naciekéw komoérkowych w blo-
nie $luzowej jelit (barwienie H-E)

Odcinek jelita cienkiego
Koo Dwunastnica | Jelito czcze Jelito biodrowe
Grupa
K D K D K D

Jednojadrzaste | ++** ¥ ¥ 4 w** w**
Plazmocyty ++ ++* ++ ++
Limfocyty +* +**
Monocyty ¥
Histiocyty ++ +
Tuczne + + ++ ++ ++
Eozynofile + +

Objasnienia: K — grupa kontrolna (flawomycyna); D — grupa do-
swiadczalna (BIO-MOS); obecnos$¢ komorek: + —umiarkowana,
++ — liczne, +++ — bardzo liczne (mata, $rednia, duza); nacieki
komorek: * —umiarkowane, ** — obfite, *** — bardzo obfite

W wycinkach dwunastnicy pobranych od tucznikow
z grupy do$wiadczalnej (D) wykazano nacieki komo-
rek jednojadrzastych (tab. 1), ogniskowo z przewaga
limfocytow oraz ogniskowo z przewaga komorek plaz-
matycznych i1 tucznych. W zrgbie jelita czczego w na-
ciekach komérkowych stwierdzano duzy udziat komo-
rek tucznych, ogniskowo z udzialem makrofagdéw oraz
nieco mniejszym udziatem eozynofili. Nacieki komo-
rek jednojadrzastych, w tym obecno$¢ makrofagow,
oraz ogniskowo nacieki komorek jednojadrzastych,
z udziatem komorek tucznych stwierdzano w jelicie
biodrowym. Mozna uzna¢, ze obraz histologiczny
jelit tucznikéw w grupach K i D byt porownywalny.
Osek (14) podkresla istotny udziat enterocytow w za-
mianie monomerycznej postaci immunoglobulin IgA
w formg dimeryczna zawierajaca wydzielniczy kom-
ponent glikoproteinowy warunkujacy ich odporno$¢
na proteolizg. Jednoczes$nie sekrecyjne przeciwciata
klasy IgA odgrywaja istotna rolg w reakcjach odpor-
nosciowych i obronnych ze strony uktadu GALT.



Ryec. 2. Reakcja na obecno$¢ mukopolisacharydéw kwasnych
i obojetnych w blonie §luzowej jelita biodrowego u $wini
z grupy kontrolnej. Barwienie histochemiczne paS-Alcjan,
pow. 200 x

Tab. 2. Udzial komoérek kubkowych w kryptach jelitowych (paS-Alcjan)

Kwasne 98,3 99,7
Obhojetne 1,7 0,3

0,538 | 98,3 99,7
0,538 1,7 0,3

0,352
0,352

Ryec. 3. Dodatnia reakcja bcl-2 w jelicie czczym u $wini z gru-
py doswiadczalnej. Barwienie immunohistochemiczne z uzy-
ciem przeciwcial Clone 124, pow. 200 x

zmian w zakresie proporcji mig-
dzy kwasnymi i obojgtnymi mu-
kopolisacharydami. Wykazano
tez zdolnos¢ wigzania si¢ ze $lu-
zem jelitowym przeciwciat S-IgA,
co umozliwia wytworzenie do-
datkowej warstwy zabezpiecza-

jacej (14).

86,0
14,0

86,7
13,3

5,465
5,465

Apoptoza i proliferacja wyste-

Tab. 3. Ocena apoptozy enterocytéow w kryptach jelitowych (procent re- pujaca w nabtonku jelit moga by¢ okreslone

akcji)

przy uzyciu technik immunochistochemicz-
nych (1, 5, 10, 17). Wstepne badania in situ
wykonane w ramach badan wiasnych wy-
kazaly przydatno$¢ przeciwciat bax, bcl-x,
bcl-2 do oceny samobdjczej $mierci komo-
rek. Stosujac do znakowania biatek wymie-
nione przeciwciala uzyskano reakcje dodat-
nie (tab. 3). Czesto obserwowano reakcje
dyspersyjna (ryc. 3). Apoptoza enterocytow
w kryptach jelitowych oceniona na podsta-
wie odsetka reakcji pozytywnych dla bax
1 bel-x oraz bel-2 byta jednak stabo wyra-

Objasnienia: reakcja: + dodatnia, — ujemna

W badaniach wilasnych udzial (odsetek) komorek
kubkowych wydzielajacych mukopolisacharydy kwas-
ne w porownaniu do wydzielajacych mukopolisacha-
rydy obojetne byl bardzo wysoki i porownywalny
(brak réznic statystycznie istotnych) w grupach K i D
w trzech badanych odcinkach jelit (tab. 2, ryc. 2).
W dwunastnicy i jelicie czczym tucznikdéw z obu grup
(D 1K) byt wigkszy niz w jelicie biodrowym. Odsetek
komorek kubkowych wydzielajacych mukopolisacha-
rydy obojgtne ksztaltowat si¢ odwrotnie w trzech oce-
nianych odcinkach jelit (D-CZ-B). Wptyw czynnika
zywieniowego na zmiany w jelitach obserwowano
w badaniach histochemicznych (6). Stwierdzono
wzrost liczby komorek kubkowych w kryptach i kosm-
kach jelitowych, zwigkszenie wydzielania mucyn bg-
dacych podstawowym sktadnikiem $luzu oraz brak

zona. Odsetek dodatnich reakcji dla bax

1 bel-2 wahat si¢ w grupie K 1 D odpowied-
nio: od 0% do 50% 1 od 25% do 100%. Dla bax byt
wigkszy w dwunastnicy i jelicie czczym w grupie do-
$wiadczalnej w poréwnaniu z kontrolna, a dla bcl-2
w dwunastnicy i jelicie biodrowym.

Bax nalezy do rodziny bialek homologicznych
z Bcl-2. Biatka apoptotyczne Bax i Bcl-2 biora udziat
w regulacji procesu apoptozy (17, 20, 21). Sa promo-
torami $mierci komoérki. W jadrze wystepuje antago-
nista Bax — Bcl-2. Zwiazany jest on z chromosomami,
a poziom jego ekspresji zalezy od cyklu komorkowe-
go 1 jest najwigkszy podczas mitozy (21).

Odsetek komorek Ki-67 dodatnich i PCNA dodat-
nich nie wykazywat regularnych zaleznosci, uzyskane
reakcje byly wyrazne (tab. 4). Odsetek reakcji dodat-
nich po zastosowaniu Ki-67 byl najwigkszy w jelicie
czczym, stabiej wyrazony w dwunastnicy, a najmniej-
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Ryc. 4. Wystepowanie komérek Ki-67 dodatnich w blonie §lu-
zowej dwunastnicy u §wini z grupy kontrolnej. Barwienie
immunohistochemiczne z uzyciem przeciwcial monoklonal-
nych Ki-S5, pow. 200 x

Sluzowej jelita biodrowego u $wini z grupy kontrolnej. Bar-
wienie immunohistochemiczne z uzyciem przeciwcial mono-
klonalnych PC 10. pow. 200 x

szy w jelicie biodrowym. W grupie D w poréwnaniu
z K reakcja na przeciwcialo Ki-67 byta stabiej wyra-
zona, odpowiednio liczba komorek Ki-67 dodatnich
w trzech kolejnych odcinkach jelita (D-CZ-B) byta
mniejsza o: 26,52, 10,26, 26,95 jednostek procento-
wych (ryc. 415, tab. 4).

Przeciwciato monoklonalne Ki-67 znakuje prolife-
rujace komorki z ekspresja antygenu Ki-67, m.in.

Tab. 4. Ocena wlasciwosci proliferacyjnych enterocytow w kryptach jelitowych

(odsetek reakeji pozytywnych)
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Ryc. 5. Wystepowanie komérek Ki-67 dodatnich w blonie §lu-
zowej jelita czczego u Swini z grupy doswiadczalnej. Barwie-
nie immunohistochemiczne z uzyciem przeciwcial monoklo-
nalnych Ki-S5, pow. 200 x

w komorkach zdrowych. Ekspresja antygenu wystg-
puje podczas wszystkich aktywnych faz cyklu komor-
kowego (faz G, S, G, 1 M), nie wystepuje w fazie spo-
czynkowej (G,) i w komorkach nieaktywnych. Anty-
gen jest rozktadany, kiedy komoérka wchodzi w stan
nieproliferacyjny (22).

W badaniach wilasnych przy znakowaniu prepara-
tow przeciwcialem PCNA, w grupie D w poroéwnaniu
z K obserwowano mniej reakcji pozytywnych wska-
zujacych na proliferacjg. W badanych grupach zywie-
niowych (K, D) stwierdzono tez mniejsza aktywno$¢
proliferacyjna w kryptach w jelicie biodrowym w po-
réwnaniu z dwunastnica 1 jelitem czczym. Poro6wna-
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).
Réznica istotna przy p < 0,05 wystapita miedzy gru-
pa K i D dla dwunastnicy (tab. 4).

Przeciwciato monoklonalne PCNA umozliwia ozna-
czanie komorek proliferujacych tkanek zdrowych (9).
Ekspresj¢ tego biatka obserwuje si¢ w koncowce fazy
G, 1w poczatkowej fazie S. PCNA ma zasadnicze zna-
czenie dla ciaglosci przebiegu cyklu komoérkowego.
Oligonukleotydy o dziataniu przeciwstawnym do
PCNA zapobiegaja przejsciu komorek do fazy S cyklu.
PCNA spetnia wazna rolg dla zycia 1 $Smierci komo-
rek, jest elementem mechanizmu replikacji DNA
1 naprawy jego uszkodzen. Brak lub
niski poziom czynno$ciowego PCNA
moze prowadzi¢ do apoptozy komor-

ki (10, 15). W komoérkach znaczonych

Objasnienia: a, b — rdznice istotne statystycznie przy p < 0,05

- Odeinek jelita cienkiego przeciwcialem barwienie jest prawie
Pnl?(frll‘:lﬂcrlkaiw Dwunastnica Jelito czcze Jelito biodrowe catkowicie ograniczone do jadra, ma
dodatnie Grupa o Grupa s Grupa g | Ono charakter rozlany, ziarnisty lub

K D K D K D mieszany (9). o
Ki-85 /Ki-67 | 49,33 | 36,25 | 3,536 | 56,92 | 51,08 | 1,878 | 44,83 | 32,75 | 3,239 W badaniach Domeneghini i wsp.
(7) ocena histometryczna i immuno-
PC 10 /PCNA | 77,42° | 64,33° | 2,520 | 73,08 | 65,75 | 2434 | 67,17 | 56,00 | 2805 | 1;4chemiczna (PCNA) PO Zastoso-

waniu L-glutaminy i/lub nukleotydéw
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wykazata pozytywny efekt suplementacji na morfolo-
giczno-funkcjonalne cechy btony §luzowej jelit.

Sakata i wsp. (19) stwierdzili, ze krétkotancucho-
we kwasy thuszczowe, stymuluja proliferacje komo-
rek nabtonka, w réznym stopniu: n-mastowy > pro-
pionowy > octowy. Proliferacja nasila si¢ pod ich
wplywem. Zrodtem tych kwasow moga by¢ procesy
fermentacyjne, mozna tez podawac je doustnie, w for-
mie wlewow dozylnych lub infuzji Zotadkowo-jelito-
wej (19).

Podsumowanie

Badania wstepne in situ wykazaty przydatno$¢ uzy-
tych przeciwciat bax, bcl-x, bel-2 do oceny apoptozy.

Ocena histologiczna, hlstochemlczna 1 immunohi-
stochemiczna btony $luzowej jelita cienkiego zwierzat
otrzymuj qcych antybiotyk paszowy lub prebiotyk,
wykazata zréznicowany wptyw stosowanych dodatkow
na cechy morfologiczne, apoptoze i zdolnosci prolife-
racyjne nabtonka krypt. Mozna stwierdzi¢ brak nega-
tywnego oddziatywania BIO-MOS-u na btong $luzo-
wa jelita cienkiego tucznikow.
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