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Effect of zinc oxide on the histology of mucosa in fatteners’ intestines

Summary

The aim of the study was to determine the effect of adding an antibiotic or zinc oxide together with the feed
on the histological picture as well as on the apoptotic and proliferation activity of enterocytes in the mucus of
the small intestine of fatteners. The investigations were carried out on 32 crossbred fatteners. The animals
were fed in a two-stage system, with the addition of feed antibiotic (control group — C) or with the 0.1-percent
addition of zinc oxide (the first stage of fattening; experimental group — E). Samples of small intestine
segments (duodenum, jejunum and ileum) were collected post mortem and secured from 16 randomly chosen
animals (8 animals from group E and 8 from C) fr histological, histochemical and immuno-histochemical
analysis. Staining was conducted using the review method (H-E) and paS-Alcjan. For evaluation of apoptosis
and proliferation, the antibodies bax, bcl-x bel-2 and Ki-67 and PCNA were used. The histological, histochemical
and immuno-histochemical evaluation of the mucus of the small intestine of the animals, receiving feed
antibiotic or ZnO, showed a comparable influence of the used additives on the morphological traits as well
as differentiated the apoptosis and proliferation abilities of the crypt epithelium (cells Ki-67 positive —
duodenum and jejunum: P < 0.05 K vs D; PCNA positive — duodenum: P < 0.01 K vs D). No negative
influence of the zinc oxide additive on the mucus of the small intestine in fatteners was found, which indicates

the potential possibility of employing it in the first stage of the fattening period.
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Zasadno$¢ stosowania w zywieniu rosnacych §win
roznych dodatkow paszowych, w tym tlenku cynku,
potwierdzono w badaniach naukowych, chociaz uzys-
kiwane rezultaty nie zawsze byty jednoznaczne (10,
13-15, 20). Wykazano, ze dodatki reguluja sktad mikro-
flory jelit (11) oraz synteze i aktywno$¢ niektorych en-
zymow (9), korzystnie wp}ywajq tez na system immu-
nologiczny (5). Stosujac w zywieniu tucznikow doda-
tek ZnO wykazano, ze poziom cynku w surowicy krwi
1 W migsie wieprzowym pozostaje w normie (19). Cynk
jest niezbgdny biologicznie, reguluje funkcjonowanie
licznych enzymow 1 hormonow, uczestniczy w metabo-
lizmie bialek, lipidow i weglowodanow. Oddziatuje na
mitozg i proliferacj¢ komoérek, moduluje procesy apop-
tozy, zmieniajac proporcje blaiek BCL/BAX (cyt. 21).
Wyniki badan dotyczace wptywu tlenku cynku na na-
btonek jelita cienkiego nie sa jednoznaczne. Stosujac
dodatek ZnO do paszy dla §win nie stwierdzono jego
niekorzystnego wplywu na cechy morfometryczne ko-
smkow jelitowych i krypt (20), ale w innych badaniach
obserwowano zrdéznicowang aktywno$¢ proliferacyjna
enterocytow (17). Ze wzgledu na brak jednoznacznych

* Projekt Nr PO6Z 026 25.

wynikéw i1 ocen, co do przydatnosci tlenku cynku jako
dodatku do paszy dla rosnacych zwierzat (5, 9, 14, 16),
uzasadnione wydaje si¢ kontynuowanie badan z tego
zakresu, wykorzystujac do oceny nabtonka jelit rozne
techniki, w tym histochemiczne 1 immunochistochemicz-
ne (1, 4, 12, 18).

Celem badan byto okreslenie wptywu antybiotyku
i tlenku cynku na obraz histologiczny oraz aktywnos¢
apoptotyczna 1 proliferacyjna enterocytéw btony $luzo-
wej jelita cienkiego u tucznikow.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono na 32 tucznikach mieszancach,
w ktorych do grupy kontrolnej (K) i do§wiadczalnej (D) przy-
dzielono po 16 szt. klinicznie zdrowych zwierzat. Utrzymy-
wano je indywidualnie, a przed tuczem odrobaczono. W tu-
czu dwufazowym (I —od 21 + 0,5 kg do 55 + 1 kg, II — od 55
+ 1 kg do 100 + 1 kg) §winiom indywidualnie dawkowano
pasze (2). Tuczniki K otrzymywaty w mieszance pelnopor-
cjowej 5% premiks z dodatkiem antybiotyku flawomycyny
(100 mg na 1 kg), a zwierzgta D premiks bez antybiotyku.
Tucznikom doswiadczalnym w I fazie tuczu podawano 0,1%
dodatek tlenku cynku. Wykonano badania sktadu chemicz-
nego surowcow i mieszanek paszowych (3), okreslono ich
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wartos¢ pokarmowa. Warto$¢ energetyczna 1 kg mie-
szanki podawanej tucznikom w I i II fazie tuczu
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Tab. 1. Ocena histologiczna naciekéw komérkowych w blonie Sluzowej
jelit (barwienie hematoksylina-eozyna (H-E))

wyniosta 12,3112,2 MJ EM/kg (2), a zawarto$¢ biat- T
ka: K — 1591 141 g/kg, D — 158 i 141 g/kg. Odcinek jelita cienkiego
Po zakonczeniu tuczu ubito 16 tucznikéw (po | Barwienie (H-E) dwunastnica | czcze | biodrowe
8 sztuk z grupy). Bezposrednio po uboju pobrano / komarki grupa
Wycmkl zﬁrzpch odcinkéw Jel%t.a C}enk}ego: dwunast- K D K D K D
nicy (D), jelita czczego (CZ) i jelita biodrowego (B) -
(5 x 20 mm kazdy). Przeptukano je 0,9% roztworem Jednojgdizasta i el G i
soli fizjologicznej i utrwalono w 10% zbuforo- |Plazmocyty S i H
wanym roztworze formaliny, a nast¢pnie zatopiono Histiocyty o
w parafinie (Paraplast-Sigma). Bloczki parafinowe
krojono na mikrotomie na seryjne skrawki grubosci | Tuezne < v T v T
4 pm. Utrwalone skrawki barwiono standardowo |Eozynofile 4

hematoksyling i eozyng (H-E). Wystgpowanie roz-
norodnych komoérek wyrazono znakiem plus (+),
przyjmujac: + umiarkowane, ++ liczne, +++ bardzo
liczne. Na podobnej zasadzie wprowadzono ozna-
czenie wystgpowania naciekow, a mianowicie:
* umiarkowane, ** obfite, *** bardzo obfite. Wykonano bar-
wienie histochemiczne (paS-Alcjan) w celu wykrycia muko-
polisacharydow kwasnych i obojetnych. Immunohistoche-
micznie 0znaczano wystepowanie antygenow bax, bel-x, bel-2,
PCNA i Ki-67. Do badan diagnostycznych in situ apoptozy
uzyto przeciwciat: Polyclonal Rabbit Anti-Human Bax (bax);
Polyclonal Rabbit Anti-Human Bcl-X (bcl-x); Monoclonal
Mouse Anti-Human BCL2, Oncoprotein, Clone 124 (bcl-2).
Proliferacj¢ komorek nabtonka badano metoda dwuetapowa
— systemem EnVision +, stosujac przeciwciata monoklonalne
Monoclonal Mouse Ant-Human Ki-67, Clon Ki-S5 (Ki-67)
oraz Monoclonal Mouse Anti-Proliferating Cell Nuclear An-
tygen (PCNA), Clone PC10 (PCNA).

Oceny preparatow dokonano z wykorzystaniem mikrosko-
pu $wietlnego BX 50 Olimpus, przy powigkszeniu 400x.

W preparatach barwionych metodami immunohistoche-
micznymi okreslano reakcje dodatnie i ujemne, o charakterze
rozproszonym (bax, bcl-x, bcl-2) lub policzalnym (PCNA,
Ki-67). Komoérki PCNA dodatnie i Ki-67 dodatnie liczono
w trzech powtdrzeniach, kazdorazowo do stu komorek. Wy-
niki obliczen zapisywano jako $rednig powtorzen. Podobnie
postgpowano, obliczajac procent komorek kubkowych pro-
dukujacych kwasne lub oboj¢tne mukopolisacharydy.

Wyniki opracowano statystycznie, stosujac jednoczynni-
kowa analiz¢ wariancji z wykorzystaniem metody najmnie;j-
szych kwadratow.

Wyniki i oméwienie

Standardowe barwienie hematoksylina-eozyna (H-E)
umozliwito wykonanie oceny morfologicznej poszcze-
g6Inych odcinkow jelit tucznikow z grupy K iD. W zre-
bie btony $luzowej dwunastnicy tucznikéw K wyste-
powaty rozmaite komorki, w ilosciach wyr6zniajacych
obecne byty komorki plazmatyczne (tab. 1). Stwierdzo-
no obfity naciek komorek jednojadrzastych z dos¢ duza
liczba plazmocytow. W zrgbie blony $luzowej jelita
czczego stwierdzono rozrost tacznotkankowy, w otocze-
niu krypt oraz w zrgbie kosmkow jelitowych wystepo-
waly liczne wtokna tacznotkankowe. Wystapily tez na-
cieki komorek jednojadrzastych, ogniskowo z udzialem
komorek tucznych. Ocena histologiczna preparatow
sporzadzonych ze skrawkow jelita biodrowego nie wy-
kazywata odchylen od normy. Stwierdzono nacieki,

Objasnienia: K — grupa kontrolna (flawomycyna); D — grupa doswiadczalna
(ZnO); obecnos¢ komorek: + umiarkowana, ++ liczne, +++ bardzo liczne
(mata, $rednia, duza); nacieki komorek: * umiarkowane, ** obfite, *** bar-
dzo obfite

z rownomiernym udziatem komorek plazmatycznych.
Bardzo licznie wystgpowaty eozynofile, obecnosé
histiocytow byta znaczaca, stwierdzono tez obecnos¢
pojedynczych komorek tucznych (tab. 1).

Ocena materiatu pobranego od tucznikdéw z grupy
doswiadczalnej (D) wykazata nacieki komorek jedno-
jadrzastych w dwunastnicy (tab. 1). Obserwowano row-
niez obfite lub niewielkie nacieki komorkowe, ognisko-
wo z przewaga komorek plazmatycznych 1 tucznych.
W obrazie zrebu jelita czczego 1 biodrowego w nacie-
kach komoérkowych stwierdzano bardzo duzy udziat ko-
morek jednojadrzastych ponadto wystgpowaty licznie
komorki tuczne.

Nie stwierdzono r6znic potwierdzonych statystycz-
nie migdzy grupami w udziale komoérek kubkowych,
wydzielajacych mukopolisacharydy kwasne 1 oboj¢tne
w kryptach jelitowych; proporcje migdzy komorkami
byly poréwnywalne dla grup (K i D) i odcinkéw jelit
(D, Cz, B). Odsetek komorek kubkowych wydzielaja-
cych mukopolisacharydy kwasne w poréwnaniu do
wydzielajacych mukopolisacharydy obojetne byt wysoki
(tab. 2). Ich udzial w dwunastnicy i jelicie czczym tucz-
nikow z obu grup (D 1 K) oraz w jelicie biodrowym tucz-
nikéw D byt nieco wigkszy niz u tucznikow K. W gru-
pie K i D odsetek komorek kubkowych wydzielajacych
mukopolisacharydy obojgtne byt niewielki w poszcze-
g6lnych odcinkach jelita; najwigkszy stwierdzono
w grupie K w jelicie biodrowym (tab. 2). Badania Brow-
na i wsp. (6), w ktorych Wykorzystano histochemiczne
metody oceny, wykazaty, ze pod wptywem czynnikow
zywieniowych wystepuja zmiany w jelitach. Obserwo-
wano wzrost liczby komorek kubkowych w kryptach
i kosmkach jelitowych oraz zwigkszenie wydzielania
mucyn. Ponadto stwierdzono brak zmian w proporcji
wydzielanych mukopolisacharydéw kwasnych i obojet-
nych (6). Hedemann 1 wsp. (9) réwniez stwierdzili, ze
pod wplywem ZnO podawanego z pasza nastepuje
wzrost 1lo§ci mucyn wydzielanych w jelicie. W bada-
niach na prosigtach Mavromichalis 1 wsp. (15) wykaza-
li, ze ZnO moze by¢ stosowany jako promotor wzrostu,
a suplementacja diety nie powoduje zmian morfologii
btony sluzowe;j jelit, jednak z uwagi na jego wysoka



Tab. 2. Udzial komérek kubkowych w kryptach jelitowych produkujacych mukopolisacharydy kwasne lub obojetne (barwie-
nie paS-Alcjan)

Kwasne 98,83

1,17

98,00
2,00

0,917
Obojetne

98,17
1,83

98,83
1,17

99,83
0,17

93,00
7,00

0,678 3,342

Objasnienia: jak w tab. 1.

Tab. 3. Ocena apoptozy enterocytéw w kryptach jelitowych (procent reakcji)

Bax 25 75 25 75 25
Bel-x 0 100 0 100 0
Bcl-2 0 100 25 75 25

75 75 25 75 25 100 0
100 25 75 0 100 0 100
75 0 100 0 100 0 100

Objasnienia: + reakcja pozytywna; — reakcja negatywna

biodostgpnos¢ moze by¢ on stosowany przejsciowo.
Wysoki poziom cynku w diecie powoduje wzrost ak-
tywnosci rozmaitych enzymow w trzustce i wzrost
obszarow wydzielania mucyn w jelicie grubym (9).
Ponadto, podajac ZnO prosigtom, mozna uzyska¢ efekt
redukcji biegunek. Uzyskane wyniki nie daty jednak de-
finitywnej odpowiedzi co do cynku jako promotora
wzrostu. Uwaza sig, ze istnieje na przysztos¢ mozliwosé¢
wykorzystania immunomodulacyjnej roli ZnO (5), cho-
ciaz w przeprowadzonych badaniach suplementacja tlen-
kiem cynku diety stosowanej w odchowie prosiat odsa-
dzonych nie wplyngta na ich wzrost i rozw6j. W ekspe-
rymencie wykonanym przez Li 1 wsp. (14) uzyskano
istotny wzrost tempa wzrostu i wykorzystania paszy
przez prosigta po zastosowaniu wymienionego dodat-
ku. U prosiat zaobserwowano tez korzystny wzrost jelit
bezposrednio po odsadzeniu; zachodzit on réwnoczes-
nie ze wzrostem ekspresji IGF-1 w btonie §luzowej jeli-
ta cienkiego.

Wykonane wstgpne badania in
situ wykazaty przydatno$¢ przeciw-
cial bax, bcl-x i bcl-2 do oceny apop-
tozy. Stosujac do znakowania bia-
ek przeciwciata bax, bcl-x 1 bel-2
uzyskano zaréwno pozytywne reak-
cje, jak tez ich brak (tab. 3). Czesto
obserwowano reakcje pozytywne,
dyspersyjne. Apoptoza enterocytow
w kryptach jelitowych oceniana na
podstawie odsetka reakcji pozytyw-
nych dla bax i bcl-2 byta zrozni-

Ki-S5/ komorki
Ki-67 dodatnie

PC10/ komarki
PCNA dodatnie

47,582

71,75R | 45,838

1 bcl-2 wahat si¢ w poszczeg6élnych odcinkach jelita:
w grupie K wyniost 25-75%, 0-25%, a w grupie D
25-100%, 0-25%. W przypadku bax byl on wigkszy
w grupie D vs K w jelicie czczym i biodrowym niz
w dwunastnicy.

Bax nalezy do rodziny bialek homologicznych z Bcl-2.
Biatka Bax i Bcl-2 biora udzial w regulacji procesu
apoptozy (18, 23, 24) i sa promotorami $mierci komor-
ki. W jadrze wystegpuje antagonista Bax — Bcl-2. Zwia-
zany jest on z chromosomami, a poziom jego ekspresji
zalezy od cyklu komoérkowego 1 jest najwigkszy pod-
czas mitozy (24).

Odsetek reakcji pozytywnych przy znakowaniu Ki-S5
1 PC10 nie wykazywal w poszczegdlnych odcinkach jelit
regularnych zaleznosci. W grupie D vs K zaznaczyta
si¢ przewaga komorek Ki-67 dodatnich w dwunastnicy
1w jelicie czczym. Komoérki PCNA dodatnie przewaza-
ty w grupie K vs D w trzech ocenianych odcinkach jelit
(tab. 4). Reakcje pozytywne dla Ki-67 i PCNA byty

Tab. 4. Ocena wlasciwosci proliferacyjnych enterocytéw w kryptach jelitowych (od-
setek reakcji pozytywnych)

61,00 | 2,107 | 50,672 | 60,80" | 2,018 | 48,11 | 48,11 | 3,266

3,011 | 69,00 | 47,27 | 3,955 | 50,92 | 42,85 | 3,465

cowana i dos¢ stabo wyrazona. Od-
setek pozytywnych reakcji dla bax

Objasnienia: A, B — roznica istotna przy p < 0,01; a, b — r6znica istotna przy p < 0,05
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wyraznie zaznaczone i policzalne (tab. 4). Migdzy
grupami K 1 D stwierdzono istotne (p < 0,05) r6znice
dla komorek Ki-67 dodatnich w dwunastnicy i jelicie
czczym oraz istotne (p < 0,01) dla komoérek PCNA do-
datnich w dwunastnicy.

W grupie D odsetek reakcji pozytywnych po zastoso-
waniu przeciwcial Ki-67 byt najwigkszy w dwunastni-
Ccy, nieznacznie mniejszy w jelicie czczym i stabiej wy-
razony w jelicie biodrowym. W grupie K najwigkszy
odsetek komorek Ki-67 dodatnich obserwowano w je-
licie czczym, a tylko nieznacznie mniejszy w jelicie
biodrowym i dwunastnicy. W grupie D vs K reakcja na
przeciwciato Ki-67 byla silniej wyrazona w kolejnych
odcinkach jelita (D-CZ-B), a na przeciwcialo PCNA —
stabiej (tab. 4).

Przeciwciato monoklonalne Ki-67 znakuje proliferu-
jace komorki z ekspresja antygenu Ki-67. Przeciwciato
to pozwala wykaza¢ obecno$¢ antygenu Ki-67 m.in.
w komorkach zdrowych. Ekspresja antygenu wystepu-
je podczas wszystkich aktywnych faz cyklu komorko-
wego, do ktorych zalicza sig fazy: G, S, G, 1 M, nie
wystgpuje natomiast w fazie spoczynkowej, tj. G, 1w
komorkach nieaktywnych. Kiedy komoérka wchodzi
w stan nieproliferacyjny, antygen jest rozktadany (25).

Przy znakowaniu preparatow przeciwciatem PCNA,
w grupie D vs K obserwowano mniej reakcji pozytyw-
nych wskazujacych na proliferacje. W badanych gru-
pach stwierdzono tez mniejsza aktywno$¢ proliferacyj-
na na poziomie krypt w jelicie biodrowym w poréwna-
niu z dwunastnica 1 jelitem czczym.

Przeciwciato monoklonalne PCNA umozliwia ozna-
czanie komorek proliferujacych tkanek zdrowych (8),
co wykorzystuje si¢ w badaniach diagnostycznych im-
munocytochemicznych in vitro. Ekspresj¢ tego biatka
obserwuje si¢ w koncowce fazy G, i w poczatkowej fazie
S. PCNA spetnia wazna rolg dla zycia i $mierci komorek,
jest elementem mechanizmu replikacji DNA i naprawy
jego uszkodzen. Brak lub niski poziom czynno$ciowego
PCNA moze prowadzi¢ do apoptozy komorki (12, 17).

Stosujac suplementacj¢ paszy L-glutaming (7) lub
kwasami organicznymi (22) i dokonujac oceny histo-
metrycznej 1 immunohistochemicznej wykazano pozy-
tywny efekt lub brak negatywnego oddziatywania wy-
mienionych dodatkéw na morfologiczno-funkcjonalne
cechy jelit.

Podsumowanie

Ocena histologiczna, histochemiczna i immunohisto-
chemiczna btony §luzowej jelita cienkiego zwierzat
otrzymujacych antybiotyk paszowy lub ZnO wykazata
poréwnywalny wplyw stosowanych dodatkéw na cechy
morfologlczne oraz zrdznicowany na apoptozg i zdol-
no$ci proliferacyjne nabtonka krypt (komorki Ki-67
dodatnie — dwunastnica i jelito czcze: p < 0,05 K vs D;
PCNA dodatnie — dwunastnica: p < 0,01 K vs D). Nie
stwierdzono negatywnego oddziatywania dodatku tlen-
ku cynku na btong $luzowq jelita cienkiego tucznikdw,
co wskazuje na potencjalna mozliwos¢ jego stosowania
w I fazie tuczu. Podjecie decyzji w tej kwestii wymaga
jednak kontynuacji badan na szersza skalg.
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