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Methods of evaluating the influence of pre-, pro- and symbiotic substances
on the gastrointestinal microflora in animals

Summary

The gastrointestinal tract of animals harbors a large, complex and dynamic microbiome important to the
growth and health of livestock animals. This microbiome can be directly modulated, for example by antibiotic
treatment or by various bioactive substances. Following the ban on the in-feed use of antibiotic growth
promoters in the EU, an increased effort has been put into discovering an alternative in animal production.
An indispensable tool for the evaluation of bioactive substances are complex studies combining in vitro and
in vivo methods. They consist of precision tests that make it possible to evaluate not only the characteristics of
specific strains of bacteria, but also the safety of their application. This paper presents the most important
methods for the evaluation and selection of in vitro and in vivo bioactive substances that make it possible to

stimulate the gastrointestinal microbiome of animals.
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Bezpieczenstwo zywnosci jest jednym z gtownych
celow, jaki stawia przed soba Unia Europejska. Wplyw
na jakos¢ artykutow zywno$ciowych ma wiele biolo-
gicznych, chemicznych lub fizycznych czynnikdw, kto-
re wymagaja statego, konsekwentnego monitoringu
1 oceny w kontekscie zdrowia cztowieka. W odnie-
sieniu do produkcji zwierzecej gromadzone sa dane
wskazujace na Scisty zwiazek zdrowia czlowieka ze
zdrowiem zwierzat. Tak wigc koncepcja ,,jednego
zdrowia” stanowi pomost pomigdzy troska o zdrowie
zwierzat a ochrona zdrowia publicznego.

Zoonozy, choroby odzwierzgce, w tym pojawiajace
si¢ nowe jednostki chorobowe, w potaczeniu z coraz
wigksza modyfikacja srodowiska naturalnego oraz
powszechna globalizacja i urbanizacja moga stanowic
istotne zrodlo zagrozenia zdrowia publicznego. Zwie-
rzgta staja si¢ czgsto wektorami przenoszacymi cho-
roby i zroédlem choréb powodowanych przez zywnos¢
nieodpowiedniej jako$ci. W ciagu ostatnich dziesig-
ciu lat okoto 75% nowo pojawiajacych si¢ chorob
ludzi bylo pochodzenia zwierzgcego. Obecnie sklasy-
fikowano ponad 200 zoonoz, aczkolwiek szacuje sig,

* Praca finansowana ze srodkow Narodowego Centrum Nauki przyznanych
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ze jest ich znacznie wigcej w zaleznos$ci od przyjetych
kryteriow oceny (32).

Postepujaca intensyfikacja produkcji zwierzgce;j
wiaze si¢ z zagrozeniami. W wielu krajach, zard6wno
rozwinigtych, jak i rozwijajacych sig, jak wskazuja
raporty European Food Safety Authority (EFSA), pro-
dukcja zwierzeca oraz jej produkty moga stanowic
potencjalne zrodlo zakazen ludzi wielu zoonozami,
z ktorych obecnie najczgstsze to kampylobakerioza
1 salmonelloza, np. migso drobiowe stanowi od 20%
do 30% przypadkoéw kampylobakeriozy u ludzi
(EFSA, 2010), natomiast udokumentowane przypad-
ki salmonellozy w UE wyniosty w 2005 r. srednio 38,2
zachorowan na 100 000 mieszkancow (EFSA, 2006).
Wycofanie w krajach UE z dniem 1 stycznia 2006 r.
antybiotykowych stymulatorow wzrostu (ASW) jako
dodatkow paszowych stanowi wyzwanie dla hodow-
codw oraz producentow pasz. Sktania do poszukiwania
nowych rozwiazan zywieniowych oraz stosowania ta-
kich dodatkow, ktore beda bezpieczne dla zwierzat oraz
w produkcji zywnosci.

Rolg taka moga spetnia¢ probiotyki, prebiotykiiich
kombinacja, czyli synbiotyki. Probiotyki to kultury
mikroorganizméw sktadajace si¢ z jednego lub wigce;j
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gatunkoéw, ktore po wprowadzeniu do przewodu po-
karmowego zwierzat lub ludzi kolonizuja jelito grube,
wplywajac korzystnie na znajdujaca si¢ tam mikroflo-
re, przyczyniajac si¢ do zachowania zdrowia organiz-
mu gospodarza (39). Efektywno$¢ dziatan probioty-
koéw wspomagaja prebiotyki — substancje, najczesciej
o charakterze weglowodanow, niezdolne do trawienia
przez enzymy endogenne gornego odcinka przewodu
pokarmowego zwierzat jednozotadkowych, transpor-
towane w niezmienionej postaci do jelita grubego,
gdzie sa wykorzystywane przez bytujaca tam, korzyst-
na dla zdrowia mikroflor¢ przewodu pokarmowego
(34).

W ciagu ostatnich kilkudziesigciu lat przeprowa-
dzono wiele doswiadczen nad optymalnym doborem
wspomnianych dodatkow, ich oddziatywaniem na ce-
chy produkcyjne zwierzat oraz nad mechanizmami ich
oddziatywania (7, 9, 11, 17, 18, 27). W efekcie uzy-
skano wiele czegsto wykluczajacych si¢ wynikow, kto-
re sa efektem m.in. odmiennej procedury doswiadczal-
nej, a przede wszystkim réznorodnosci stosowanych
substancji bioaktywnych, uniemozliwiajacych porow-
nanie wynikow prac r6znych autorow (12, 26). Wyda-
je sig, ze kluczowym zagadnieniem w skutecznej sty-
mulacji mikrobiomu zwierzat, a wigc tego ztozonego
1 dynamicznego uktadu mikroflory bytujacego w prze-
wodzie pokarmowym, jest odpowiednia selekcja sub-
stancji bioaktywnych oraz okreslenie ich mechaniz-
moéw dziatania. Warunkiem prawidtowej selekcji jest
wybor odpowiednich kryteriow i metod jej realizacji.

Wedlug Charterisa (5), kryteria selekcyjne dla pro-
biotykow mozna podzieli¢ pod wzgledem techno-
logicznym (fatwy i tani w uzyskaniu oraz obrdbce,
tatwy w przechowywaniu) i naukowym. Do ostatnich
naleza takie elementy, jak: odporno$¢ na czynniki bio-
race udzial w trawieniu prowadzonym w gornych od-
cinkach przewodu pokarmowego, zdolno$¢ redukcji
poziomu cholesterolu we krwi, zdolnos$¢ do obnizania
ci$nienia krwi 1 redukcji biegunek, zdolno$¢ adhez;ji
do nabtonka okre¢znicy, stymulacja uktadu immuno-
logicznego, zmniejszenie ryzyka wystapienia nowo-
tworow okreznicy, zdolno§¢ do produkcji substancji
szkodliwych dla bakterii patogennych itp. (10, 26).
Ponadto wazne sa takze: bezpieczenstwo biologiczne
probiotyku, metoda jego produkcji, przetwarzania,
aplikacji oraz optymalne miejsce administracji w or-
ganizmie (15).

Natomiast cechy potencjalnie idealnego prebiotyku
sa nastepujace: odporny na kwasowosc¢, hydrolizg oraz
absorpcje w przewodzie pokarmowym ssakow; ulega
fermentacji prowadzonej przez mikroflorg jelit; wpty-
wa pozytywnie na wzrost i aktywnos$¢ prozdrowotnych
mikroorganizmow jelita grubego, przyczyniajac sig¢ do
poprawy zdrowia gospodarza (13, 34).

Odpowiednie dobranie synbiotycznych par bakterii
probiotycznych spetiajacych ww. zatozenia oraz do-
branych do nich, uzupetniajacych prebiotykow wspo-
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magajacych ich wzrost daje mozliwos¢ stworzenia
substancji optymalnej (4). Uzyskanie takiej substancji
mozliwe jest pod warunkiem wypracowania odpowied-
nich metod oceny oraz przeprowadzenia testow po-
rownawczych. Aby zrozumie¢ rolg, jaka odgrywaja
poszczegolne suplementy, konieczne jest wykonanie
badan zarowno w warunkach in vitro, jak i takich,
ktére wymagatyby uzycia zywych organizméw (30).
Celem niniejszej pracy jest analiza najwaznlejszych
metod oceny oraz selekcji in vitro 1 in vivo pro- 1 pre-
biotykoéw wplywajacych na stymulaCJQ mikroflory
przewodu pokarmowego organizmoéw zwierzgcych.

Ocena in vitro substancji bioaktywnych

Dokonujac selekcji substancji bioaktywnych w te-
stach in vitro, wykonuje si¢ szereg badan, ktére sku-
piaja si¢ glownie na zmianach liczebnosci bakterii
probiotycznych, ich identyfikacji 1 przezywalnosci,
zdolnosci adhezyjnych, wptywie okreslonych czynni-
kow prebiotycznych na aktywnos¢ tych bakterii, a takze
na zmianach w poziomie metabolitéw bakterii probio-
tycznych wzbogaconych prebiotykami. W tym celu zo-
stalo opracowanych wiele metod badajacych powyz-
sze wlasciwosci. Do najwazniejszych naleza klasyczne
i molekularne technologie identyfikacji mikroorganiz-
moéw oraz modele symulujace uktad pokarmowy (lub
jego okreslona czg§¢) zwierzat monogastrycznych, jak:
fermentatory, chemostaty, a nawet hodowle tkankowe.

1zolujac bakterie z probek katu lub innych Zrodet,
najwigkszym problemem staje si¢ ich identyfikacja
(34). O powodzeniu oznaczenia gatunku bakterii pro-
biotycznej w optymalnym medium hodowlanym decy-
duja takie czynniki, jak: selektywno$¢ pozywki, iden-
tyfikacja kolonii przy uzyciu mikroskopu, §wiezo$¢
sktadnikéw medium oraz sam sktad medium (35).
Klasyczne oznaczanie gatunkéw w testach in vitro, jak
1 in vivo moze odbywac si¢ na wiele sposobow. Sa to
m.in.: wyglad kolonii, morfologia oceniana mikrosko-
powo, obecno$¢ specyficznych enzymow (4), wzory
fermentacji cukrow (16), a takze testy API (19). Po-
wszechnie stosowane techniki z uzyciem podtozy
selekcyjnych nie daja petnej pewnosci co do zidenty-
fikowanych gatunkéw bakterii. Klasyczna kulturowa
charakterystyka bakterii jest co prawda szybka, nie-
droga, pozwalajaca przeprowadzi¢ duza liczbg powto-
rzen, jednak jest metoda subiektywna, ograniczong do
bakterii zdolnych do wytworzenia kolonii, a metabo-
liczna plastycznos¢ organizméw moze prowadzi¢ do
btedu w odczycie (34). Takze ocena liczebnos$ci bak-
terii probiotycznych za pomoca dostgpnych mediéw
hodowlanych nie jest pozbawiona bi¢du. Najczesciej
pomiary in vitro 1 in vivo liczebnosci oraz dziatalno$ci
probiotykéw skupiaja si¢ gtownie na gatunkach Lac-
tobacillus 1 Bifidobacterium (2, 31). Dla pelnej oceny
konieczne jest jednak poszerzenie tego pola o inne
gatunki, ktore rowniez moga mie¢ wplyw na efektyw-
no$¢ dziatania bakterii probiotycznych (40).
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Molekularne sposoby identyfikacji sa bardziej wia-
rygodne i moga obejmowaé petna ré6znorodnos¢ mi-
kroflory (34), np. w oparciu o cz¢§ciowa analizg¢ sek-
wencji genu kinazy pirogronianowej (43) oraz z wy-
korzystaniem technik PCR, takich jak: 16S rRNA, ITS
1 recA (7, 30), a takze TGGE (temperature gradient
gel electrophoresis) oraz DGGE (denaturing gradient
gel electrophoresis). Jedna z najlepszych i najbardziej
rozpowszechnionych (6, 23, 28, 33, 36) metod jest
fluorescent in situ hybridization (FISH). Metoda FISH
pozwala na uzyskanie informacji o pojedynczych ko-
moérkach w probkach katu, dzigki zastosowaniu wraz-
liwych na fluorescencjg sond, ktore hybrydyzuja bez-
posrednio do komorek osadzonych na szkietku pod-
stawowym (30, 41, 42). Szacuje sig, iz FISH daje moz-
liwosé wskazania okolo dziesigciokrotnie wyzszej licz-
by bakterii w probach katlu niz tradycyjne techniki
hodowlane (30), jednak jednoczesne zastosowanie co
najmniej dwoch sond pozwala prawidlowo zidentyfi-
kowa¢ mikroorganizmy, gdyz sygnat nadawany przez
obie sondy potwierdza obecno$¢ poszukiwanych sek-
wencji charakterystycznych dla danego gatunku. Po-
nadto do wad trzeba zaliczy¢ czasochtonno$¢ proce-
dury oraz dostgpno$¢ sond, ktore sa ograniczone dla
znanych bakterii (34).

Techniki TGGE oraz DGGE pozwalajq na szybkq
1 dokladnq oceng mikroflory jelit zmieniajaca sig
w czasie, w oparciu o powielone fragmenty 16S rRNA
bakterii (3). Elektroforetyczny rozdziat powielonych
w reakcji PCR fragmentow DNA nastgpuje na skutek
réznic w chemicznej badz tez termicznej stabilno$ci
genow (46). TGGE 1 DGGE umozliwiaja wykrycie
nowych szczepow przewodu pokarmowego (30), za-
réwno tych tworzacych, jak i nie tworzacych kolonie.
Metody TGGE 1 DGGE pozwalaja na analiz¢ bardziej
jako$ciowa niz ilosciowa (34).

Modele symulujgce uktad pokarmowy

Pelne odtworzenie swoistego mikroklimatu jelita
grubego w warunkach laboratoryjnych na dzien dzi-
siejszy nie jest, niestety, mozliwe, jednakze opraco-
wanych zostalo wiele metod nasladujacych naturalne
warunki wystgpowania drobnoustrojow przewodu
pokarmowego. Jednym z pierwszych takich systemow
jest hodowla mikroorganizméw probiotycznych na
mediach hodowlanych. Czynniki, ktére musza zosta¢
spelnione przy zakladaniu hodowli Bifidobacterium
1 Lactobacillus to: dostepnosc¢ sktadnikow odzywczych
1 substancji wzrostowych, niski potencjat oksydacyj-
no-redukcyjny, state pH (35). W przypadku oceny syn-
biotykéw pozywki zawieraja dodatki prebiotykow,
najczesciej w postaci fruktooligosacharydow lub in-
nych weglowodanow (47). Rozklad tych substancji
ocenia si¢ poprzez wzrost bakterii probiotycznych
1 zmiany pH medium (4).

W ocenie wlasciwosci prebiotycznych substancji
niezwykle cennym symulatorem okazaty si¢ fermen-
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tatory 1 prowadzone w nich fermentacje tych zwiaz-
koéw z wykorzystaniem bakterii katowych. Dzigki
takim systemom mozna oceni¢ zawarto$¢ krotkotan-
cuchowych kwasow thuszczowych 1 innych produktow
koncowych rozktadu prebiotykow przez bakterie je-
litowe. Produkcja kwasow w procesie fermentacji
cukréw znacznie rdzni si¢ pomiedzy gatunkami. Sta-
tyczna hodowla na podtozu ptynnym jest obecnie naj-
prostszym na rynku rodzajem fermentatora. Ten mo-
del symulujacy fermentacje w jelicie grubym zostat
wykorzystany w wielu badaniach (28, 29, 36). Typo-
wy mechanizm sklada si¢ z zespotow szklanych na-
czyn (z plaszczem wodnym lub bez), gtéwnej jednostki
kontrolujacej, mieszaczy, kontrolerow temperatury
oraz pH.

Fermentatory umozliwiaja badanie substancji nawet
w niewielkich stezeniach (29), sa szybkie, moga by¢
prowadzone réwnoczes$nie w kilku zestawach, przez
co daja mozliwo$¢ szybkiej oceny porownawczej (13,
36), sa jednak systemami zamknig¢tymi z ograniczona
iloscia substratu, co ogranicza ich zastosowanie do
ktotkoterminowych eksperymentow (13). Nie uwz-
gledniaja rowniez takich niebagatelnych czynnikow,
jak ruchy perystaltyczne oraz procesy zachodzace
w komorkach uktadu pokarmowego.

Bardziej ztozonym mechanizmem stuzacymi do
pomiaru zdolnosci synbiotycznych pre- i probiotykdéw
sa chemostaty i prowadzone w nich ciagle systemy
hodowli. Systemy te wykorzystuja nawet kilkanascie
polaczonych ze soba naczyn (24), z ktorych kazde re-
prezentuje inna czg$¢ przewodu pokarmowego, a caty
system jest sterowany komputerowo. Jednoetapowy
model zostat uzyty przez Gibsona i Wanga (14) i byl na-
zywany chemostatem dyfuzyjnym. Sktadat si¢ z dwoch
potaczonych ze soba komér oddzielonych specyficzng
membrang, umozliwiajaca wymiang substancji (wzro-
stowych, metabolitow) pomi¢dzy nimi, membrana ta
nie byta jednak przepuszczalna dla samych komorek.

Bardziej ztozone modele wieloetapowe uwzgled-
niaja o wiele wigcej warunkéw fizykochemicznych,
na jakie natrafia przesuwajaca sig tres¢ w uktadzie po-
karmowym. Dlatego tez zostaty nazwane ,,gut models”,
gdyz w sposob bardziej precyzyjny odzwierciedlaja
r6ézne warunki panujace w jelitach zywego organizmu
(tab. 1).

Bakterie probiotyczne maja zdolno$¢ blokowania
kolonizacji bakterii patogennych i adhezji do nablon-
ka jelit. Najbardziej efektywna, powtarzalng oraz
czula metoda in vitro pomiaru zdolnosci adhezyjnych
bakterii niekorzystnych dla zdrowia jest znakowanie
radioaktywne. Rowniez znakowanie fluorescencyjne
jest metoda szybka 1 powtarzalna, lecz jego czulos¢
dla stabo przylegajacych bakterii jest zbyt niska (44).
Hodowle tkankowe najbardziej przypominajace rze-
czywiste warunki jelita grubego, stuzace do oceny
przyczepnosci bakterii to Caco-2 oraz HT-29-MTX
(37). Model jednowarstwowej hodowli Caco-2 z do-
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Tab. 1. Charakterystyka wybranych modeli symulujacych uklad pokarmowy

Lz - nieprzerwane dostarczanie medium;

SHIME (Simulated Human
Intestinal Microbial
Ecosystem reactor)

EnteroMix colon Simulator

- 3 szklane bioreaktory z ptaskim dnem;
Trzyetapowy model okrgznicy

wodnego - Sciskanie kontroluje komputer;

Model Charakterystyka Autor
- 3 potaczone, ustawione w szeregu naczynia: proksymalna czg$¢ jelita grubego (kwasne warunki, bogaty
. w substancje odzywcze — weglowodany, szybki pasaz), okreznica poprzeczna oraz czg$¢ dystalna (obojetne
Uleg CTEV TR 3 I warunki, ubogi w weglowodany, wolny pasaz); 21

- skfad treSci odtworzony przez probki pochodzace z ludzkich zwtok

-5 gtéwnych naczyn: dwa pierwsze symulujg jelito cienkie; trzy nastgpne - jelito grube;

- uruchamiany na 2 tygodnie przed eksperymentem;

- pierwsze trzy komory sa zaopatrywane w tre§¢ w sposob potciagty; dwie ostatnie w sposdb ciagty; 25

- cze$¢6 proksymalna bogata w bakterie sacharolityczne (Bacteroides; Eubacterium); czg$é dystalna
wzbogacona w bakterie rozktadajace mucyne

- 4 gtéwne naczynia (od czesci proksymalnej do dystalnej);
- przeptyw gazéw i cieczy regulowany przez magnetyczne zawory przy uzyciu komputera; 22
- transport treSci zachodzi w sposdb pétciagty

- naczynia symuluja proksymalng, poprzeczng oraz dystalng czg$¢ jelita;

in vitro zawiera katowa mikroflorg niemowlat unieruchomiong na polisacharydowych zelowych kulkach; :
- moga wystapi¢ problemy ze stabilno$cia wolnokomérkowych hodowli zawiesinowych
- dwie czeSci: pierwsza — (8 potaczonych szklanych naczyi) symuluje zotadek i jelito cienkie;
druga — (4 potaczone szklane naczynia) symuluje jelito grube;
TIM (TNO Intestinal Model) - umozliwia wprowadzenie ruchdw perystaltycznych dzigki elastycznej $cianie i zastosowaniu ci§nienia 24

- bardzo doktadny system - stata absorpcja wody i metabolitw przez dializowane membrany

datkiem mucyny najbardziej precyzyjnie oddaje cha-
rakter nabtonka in vivo (20). Wykorzystujac proste
modele nasladujace powierzchnie zgbowe, udalo si¢
wykaza¢ zdolno$ci adhezyjne mikroorganizméw z pro-
duktéw mlecznych, przyczyniajacych si¢ do redukcji
préchnicy zebow (8). Niestety, prowadzenie takich
modeli jest bardzo drogie, czasochtonne i nie bierze
pod uwage wszystkich czynnikéw wystepujacych na-
turalnie.

Modele in vitro symulacji przewodu pokarmowego
stanowia nieograniczong prawami etyki mozliwosé
sprawdzenia zardbwno nowych, jak i juz dostgpnych
w uzyciu substancji prebiotycznych oraz ich powia-
zania z probiotyczna mikroflora jelit. Obecnie istnie-
jace modele nie zastepuja jednak w stu procentach
organizmu zywego, dlatego kontynuuje si¢ badania
w kierunku usprawnienia istniejacych modeli lub stwo-
rzenia nowych.

Ocena in vivo substancji bioaktywnych

Wedtug kryteriow WHO (38), chcac dokonac reje-
stracji danej substancji probiotycznej nalezy wykonaé
szereg badan, sposrod nich wazna rolg odgrywaja te-
sty in vivo wykonane na modelu zwierzgcym. W oce-
nie in vivo uwzglednia sig takie parametry, jak: kon-
dycja, objawy, dobrostan, zmniejszone ryzyko zacho-
rowania, dtuzszy czas remisji, szybsze wyzdrowienie
po chorobie. W procedurze klinicznej wyrdznia sig trzy
etapy: faza 1 — ocena bezpieczenstwa probiotyku,
faza 2 — ocena skutecznosci danego szczepu i ewentu-
alnych dziatan niepozadanych, badanie z randomi-
zacja 1 podwojna Slepa proba, kontrolowane placebo,
faza 3 — ocena skutecznosci probiotyku w porowna-
niu ze standardowym leczeniem.

Skuteczno$¢ dziatania substancji bioaktywnych in
vivo analizuje si¢ na podstawie parametrow fizjolo-
gicznych i immunologicznych organizmu. Ocenie pod-
legaja wskazniki biochemiczne krwi, stgzenie hor-
monow oraz immunoglobulin w osoczu krwi, a takze
aktywnos$¢ enzyméw trzustkowych. Ponadto, w zalez-
nosci od gatunku zwierzecia, sposobu podania sub-
stancji oraz dawki, pod uwage nalezy wziaé przezy-
walnos$¢, masg ciata, dzienne przyrosty oraz wskaz-
niki: wykorzystania paszy (FCR) oraz europejski
wskaznik wydajnosci (EWW). Do analiz pobierane sa
réwniez probki katu w celu oceny profilu bakteryjne-
go. Ocenie podlegaja roéwniez narzady wewngtrzne
(8ledziona, grasica), ich stosunek do masy ciata zwie-
rzgeia. Szczego6lnie istotna jest ocena morfologii na-
btonka jelitowego, w tym: wysokosci kosmkow jeli-
towych, powierzchni i glebokosci krypt jelitowych,
grubosci warstwy podsluzowej, liczby komoérek
kubkowych oraz poziomu skolonizowania i adhezji
bakterii probiotycznych. Adhezj¢ mikroorganizmow
probiotycznych mozna bada¢ in vivo, wykonujac
biopsj¢ nabtonka po stymulacji dawcy suplementami,
metoda ta jest jednak czasochtonna, ograniczona do
liczby osobnikéw oraz mato precyzyjna ze wzgledu
na duza utrat¢ bakterii podczas oprozniania jelita
w celu wykonania kolonoskopi (37).

Kosztowne oraz ograniczone prawami etyki bada-
nia in vivo poprzedzaja zazwyczaj eksperymenty nie
wykorzystujace modeli zwierzgcych. Moga one by¢
tworzone w celu eliminacji substancji bioaktywnych,
ktore wcale lub w bardzo niskim stopniu stymuluja
wybrane funkcje organizmu zywego, oraz w celu se-
lekcji substancji o najbardziej pozadanym dziataniu.
Grupa preparatdw, ktore pomysinie przeszly selekcje
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in vitro, moze by¢ dalej oceniana i brakowana na
zwierzgtach (4, 17). Wykazano migdzy innymi, iz
prawidtlowo dobrane substancje pro- i prebiotyczne
w warunkach testéw na mediach hodowlanych po-
twierdzaja swoje synbiotyczne wlasciwosci in vivo (4).

Efektywna 1 stosunkowa nowa metoda dostarcza-
nia substancji bioaktywnych in vivo jest ich iniekcja
do komory powietrznej inkubowanego jaja (45). Wy-
korzystanie modelu zarodka kury pozwala prowadzi¢
selekcje substancji bioaktywnych w oparciu o oceng
mikroflory jelitowej oraz wybranych parametrow me-
tabolicznych lub/oraz oceng systemu immunologicz-
nego (1, 2, 31). Zaletami stosowania metody in ovo
sa: obnizenie kosztéw robocizny, precyzja zabiegu,
eliminacja niekorzystnie wplywajacych na wylggowos¢
czynnikow, stymulacja rozwoju embrionalnego, nale-
zy jednak wzia¢ pod uwage dawke, rodzaj substancji
oraz miejsce podania szczepionki, a takze wiek za-
rodka (31).

Podsumowanie

Niezbednym narzedziem do walidacji substancji
bioaktywnych sa kompleksowe badania taczace me-
tody in vitro oraz in vivo. Stanowia one grupg precy-
zyjnych testow, ktore nie ograniczaja si¢ tylko do oce-
ny wilasciwosci danego szczepu bakterii, ale przede
wszystkim umozliwiaja oceng bezpieczenstwa jego
stosowania. Czgsto zdarza sig tak, iz dopiero w testach
in vivo wychodza na jaw negatywne skutki nie w petni
przebadanych in vitro substancji bioaktywnych. Ko-
nieczne jest zatem poszerzenie tych do§wiadczen o mo-
dele zwierzece lub udoskonalenie istniejacych metod
in vitro, aby precyzyjnie oddawaty ztozonos$¢ natural-
nych proceséw majacych miejsce w Zzywym organizmie.
Dopiero wlasciwie przebadane zarowno pod katem in
vitro, jak i in vivo szczepy bakterii probiotycznych oraz
prebiotyczne substraty ich metabolizmu moga skutko-
wac¢ znacznym wzmozeniem odpowiedzi immunolo-
gicznej 1 antynowotworowej, redukcja chorob przewo-
du pokarmowego, spadkiem st¢zenia cholesterolu we
krwi, lepszym wykorzystaniem paszy oraz lepszymi
przyrostami. Konieczna jest wigc dalsza selekcja sub-
stancji bioaktywnych w oparciu o kompleksowe ba-
dania in vitro iin vivo, gdyz tylko one w petni obrazu-
jarzeczywista skutecznos$¢ dzialania tych preparatow.
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