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'n ovo technology - a tool of modern prophylactic in poultry
Summary

Bird (chick) embryonic development takes place within the egg - in ovo, out-
side its mother’s body, making the embryo readily accessible to intervention,
through the window which is cut in the eggshell. This fact was initially used for
elaboration of in ovo embryo vaccination technology. Advances in animal bio-
technology suggest several novel approaches that may be applied to in ovo tech-
nology, including for example: stimulation of beneficial bacterial profile in the
colon of chicken, stimulation of immunological response, stimulation of embry-
onic development, theratogenic effects testing, selection for sexual phenotype,
injection of genetically modified cells, etc. The use of feed additions such as
prebiotics and probiotics or their combination- synbiotics influences health and
chicken performance. Their administration in ovo could have an advantageous
impact on an early development of immunological system in broiler chickens. In
this overview, the new possibilities for practical use of the above-mentioned ad-
ditions administrated by in ovo technology were presented.

Key words:
chicken, in ovo technology, prebiotic, probiotic, synbiotic, immunological
system stimulation.

1. Wprowadzenie

Poszczegdblne etapy rozrodu ptakéw obejmuja, podobnie jak
u ssakéw: oogeneze —> dojrzewanie oocytu owulacje za-
ptodnienie — rozwéj zarodka -> wyklucie (narodziny) nowego
osobnika, jednakze ich przebieg jest specyficzny. Oocyt ptaka
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zawierajgcy duze ilosci zo6ttka owulowany Jest w stadium metafazy |. podziatu mejo-
tycznego. Proces dojrzewania oocytu rozpoczyna sie okoto 4 godz. przed owulacjg
i wizualnie przejawia sie zanikiem btony jadrowej oocytu, wczesniej widoczne jest
bardzo duze (okolo 0,35 mm $rednicy) jadro. Owulacja oocytu nastepuje zwykle
10-30 min po zniesieniu poprzedniego jaja. W lejku jajowodu nastepuje zaptodnienie,
ktére ma charakter polispermiczny, bowiem do cytoplazmy jaja wnika nawet kilkaset
plemnikow, ale tylko jedno z wielu utworzonych przedjgdrzy bierze udziat w procesie
syngamii i tworzeniu jadra zygoty. W ciggu nastepnych okoto 20-25 godz. komoérka
jajowa przesuwajgc sie przez jajowdd zostaje otoczona biatkiem oraz btonami w tym
skorupowa. W tym czasie nastepujg tez pierwsze podziaty zarodka (1). U ptakéw wy-
stepuje bruzdkowanie cze$ciowe, ograniczone do blastodysku, lezacego na duzej kuli
niepodzielnego z6ttka. Tarcza zarodkowa réznicuje sie na dwie warstwy; powierzch-
niowa (epiblast), ztozong z kilku poktadéw komorek, stanowigcych materiat na
wszystkie listki zarodkowe oraz lezaca nizej pojedyncza warstwe (hipoblast) silnie
sptaszczonych komorek endodermy. Epiblast i hipoblast ulegajg rozszczepieniu tylko
w czesci srodkowej, natomiast w czesci obwodowej obie warstwy tacza sie brzegami,
ktére uniesione nieco nad zoitkiem umozliwiajg powstanie pomiedzy zarodkiem
a materialem zapasowym tzw. jamy podzarodkowej (2).

W momencie zniesienia jaja zarodek osigga stadium blastuli, liczagce 50 000 - 60 000
komorek (3). W tej formie jego rozwdj moze ulec zahamowaniu, nawet od kilku do
kilkunastu dni. Dalej przebiega poza organizmem matki in ovo, w temperaturze
okoto 37,8°C i wilgotnosci wzglednej powietrza 60%.

Dzieki wspomnianym wiasciwosciom zarodek kury stanowi klasyczny system
umozliwiajgcy szczegétowag obserwacje poszczegoélnych faz oraz proceséw rozwo-
jowych zwierzat kregowych. Ponad dwudziestodniowy rozwéj zarodka in ovo, na
ktory czynniki mateczne nie majg bezposredniego wplywu stanowi doskonaly, fatwo
dostepny, bardzo tani (zaptodnione jajo kosztuje okoto 60 groszy) model doswiad-
czalny. Wiele prac do niedawna doswiadczalnych znalazto w ostatnim dziesieciole-
ciu praktyczne zastosowanie, do tego stopnia, ze mozemy obecnie mowi¢ o naro-
dzinach nowej technologii - technologii in ovo.

2. Technologia in ovo

Technologia in ovo, polega na iniekcji réznorodnych substancji do komory po-
wietrznej jaj lub bezposrednio do rozwijajgcego sie zarodka. Zostata opracowana
w latach 90. XX w., w USA, poczatkowo jedynie w celu automatycznego szczepienia
pisklat przeciwko chorobie Mareka (4) jak rowniez tgcznie przeciwko chorobie Ma-
reka i chorobie Gumboro. Od tego czasu znalazta znacznie szersze zastosowanie,
m.in. w celu: a) stymulacji korzystnego profilu bakterii wylezonych pisklat (5), b) sty-
mulacji odpowiedzi imunologicznej (6), ¢) stymulacji rozwoju zarodkéw (7), d) te-
stowania efektéw teratogennych (8), e) okreslania pici zarodkéw (9), fj iniekcji ko-
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morek zmodyfikowanych genetycznie (cyt. za 6), itd. Zaletg automatycznej iniekcji,
bezposrednio do komory powietrznej jaja (zarodka) jest redukcja kosztéw robocizny,
precyzja wykonania zabiegu, eliminacja ubocznych efektéw wplywajacych nieko-
rzystnie na wylegowos¢, mozliwos¢ oddziatywania na rozwo6j embrionalny - po-
czawszy od jego wczesnej fazy (24 godz).

Dwa pierwsze z wymienionych zastosowan (a i b) sg podstawg dalszej czesci
tego opracowania.

3. Stymulacja korzystnego profilu bakterii wylezonych piskiat

Flora bakteryjna przewodu pokarmowego ptakéw jest niezbedna, zaréwno do
witasciwego funkcjonowania organizmu i prawidlowego przebiegu procesow tra-
wiennych, jak rdwniez ma istotne znaczenie w ksztattowaniu odporno$ci organizmu
na choroby. Bakterie znajdujace sie w przewodzie pokarmowym pisklat sg w Scistym
kontakcie z grudkami limfatycznymi uktadu immunologicznego. Interakcja pomie-
dzy tymi dwoma elementami: bakteriami i grudkami limfatycznymi, ma znaczacy
wplyw na modulacje ukfadu immunologicznego gospodarza.

Czynnikami modulujgcymi uktad immunologiczny poprzez dziatanie w ukfadzie
pokarmowym sg dodatki paszowe w postaci: prebiotykéw, probiotykéw i synbioty-
kéw. Prebiotyki definiowane sg najczesciej jako skiladniki paszy (pokarmu), ktére
nie ulegaja trawieniu w zotadku oraz jelicie zwierzat monogastrycznych. Z chemicz-
nego punktu widzenia sg to cukry ztozone (polisacharydy). Wsréd nich mozna wy-
rozni¢: RFO - oligosacharydy z rodziny rafmozy, FOS - fruktooligosacharydy, MOS -
monooligosacharydy, GOS - galaktooligosacharydy, IN - innulina, stachioza (5). Bo-
gatym zrodtem tych zwigzkéw sg korzenie, nasiona lub owoce roslin, np. cykorii,
czosnku, cebuli, szparagéw, stonecznika, soczewicy, tubinu, grochu, peluszki, i in.

Probiotyki to zywe mikroorganizmy, najczesciej bakterie fermentacji mlekowej
lub/oraz drozdze, ktére podawane w odpowiednich ilosciach wywierajg korzystne
dziatanie w organizmie gospodarza. Najczesciej badane to: Lactobacillus acidophilus,
Bifidobacterium bifidum. Enterococcus faecium, Streptoccocus sp., Lactococcus sp.,
i Bacillus sp. (10).

Termin synbiotyk odnosi sie natomiast do potaczenia prebiotyku z probioty-
kiem, ktére podawane razem wykazujg dziatanie synergiczne w celu stymulacji roz-
woju prawidtowej flory przewodu pokarmowego. W takim zestawieniu sktadnik
prebiotyczny selektywnie promuje rozw¢j skfadnika probiotycznego, np. prebiotyk
- oligofruktoza stymuluje hamnazanie sie w przewodzie pokarmowym bakterii z ro-
dzaju Bifidobacterium.

Do tej pory stosunkowo dobrze poznano korzystne oddziatywanie probiotykoéw
i prebiotykéw na rozwéj oraz funkcjonowanie organizmu (11). Publikacje dotyczace
wykorzystania synbiotykdw w zywieniu ptakéw sa nieliczne i ograniczaja sie do ba-
dania histomorfologii i masy organéw wewnetrznych (12,13).
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Prebiotyki oddziatujg na organizm gospodarza w wyniku: zréwnowazonego roz-
woju korzystnej mikroflory jelitowej, hamowania infekcji powodowanej przez bak-
terie chorobotworcze, ograniczania nastepstw zwigzanych z dziataniem toksyn pro-
dukowanych przez szkodliwe bakterie, stymulacji zdolnosci fagocytarnych komérek
zernych, zwiekszenia aktywnos$ci mechanizméw odpornosci humoralnej, redukciji
ryzyka hipoglikemii, alergii czy chor6b nowotworowych. Bifidobakterie, np. jako or-
ganizmy heterofermentacyjne, wytwarzaja, podczas rozktadu cukréw, kwas mleko-
wy w formie L(-I-) i kwas octowy w stosunku 2:3, co wptywa na obnizenie pH tresci
jelita i drastycznie ogranicza rozwdj bakterii patogennych z rodzaju: Salmonella,
Clostridium, Staphylococcus, i in. (14 i prace tam cytowane).

Szczegbtowe obserwacje wskazujg, m.in., ze metabolity bifidobakterii hamujg
rozwoj bakterii patogennych np. Clostridium perfringrens, Escherichia coli, Salmonella,
Veillonella, Shigella, Listeria itp. (5,15). W szczeg6lowych badaniach ustalono, ze spo-
srod 13. r6znych grup bakterii najwiekszy inhibujacy efekt w odniesieniu do szesciu
badanych, najbardziej popularnych serotypéw Salmonelli miaty kolejno; Bifidobacterium
bifidum. Enterococcus faecium i bakterie z rodzaju Lactobacillus (15).

Do niedawna, zaréwno w pismiennictwie, jak i w praktyce uzytkowania drobiu,
ograniczano sie do podawania wspomnianych dodatkéw w paszy lub wodzie, naj-
wczesniej piskletom jednodniowym, jednakze ten sposob nie zawsze gwarantuje
uzyskanie oczekiwanych wynikéw (16,17). Wskazuje sie na niekorzystne interakcje
pomiedzy oddziatywaniem réznych dodatkéw paszowych: oligosacharydéw, anty-
biotykéw, stymulatoréw wzrostu lub kokcydiostatykéw. Uwaza sie, ze brak korzyst-
nych efektéw moze by¢ spowodowany przynajmniej kilkoma czynnikami: a) r6znym
sktadem chemicznym oligosacharyddw, b) réznym zrédtem ich pozyskiwania, c) in-
terakcjg z innymi sktadnikami paszy, d) niekorzystnym oddziatywaniem Srodowiska,
e) wczesniejsza kontaminacjg drobnoustrojami chorobotwdrczymi.

We wczesniejszych pracach zaproponowaliSmy z jednej strony model zarodka
kury in ovo do testowania funkcji biologicznych réznych zwigzkéw chemicznych
(18,19), z drugiej za$ skorzystaliSmy, wspotpracujac z Instytutem Chemii Bioorga-
nicznej PAN, z prostej i szybkiej metody izolacji i oczyszczania oligosacharydéw ro-
dziny rafmozy (ORR), o wtasciwosciach prebiotycznych (20). W naszych kilkuletnich
badaniach laboratoryjnych wykazaliSmy, ze model ten jest przydatny w ocenie od-
dziatywania prebiotyczngo ORR na organizm kurczecia. Nasz zespét jako pierwszy
wykazat (5,21), ze prebiotyk moze by¢ z powodzeniem podawany w trakcie rozwoju
embrionalnego, poprzez iniekcje do komory powietrznej w 12. dobie legu, zaste-
pujac antybiotykowe stymulatory wzrostu i ksztattujac korzystny profil bakteryjny
jelita grubego, jednorazowa iniekcja ORR w 12. dobie rozwoju zarodkowego po-
zwalata na utrzymywanie wysokiego poziomu korzystnych bakterii przez szes¢ ty-
godni (okres odchowu brojlerow), przy czym smiertelnos¢ ptakéw w poréwnaniu
z grupag kontrolng spadta o ok. 50% (21).

Pozytywne wyniki, uzyskane w warunkach laboratoryjnych, znajdujg obecnie po-
twierdzenie w badaniach prowadzonych na skale przemystowg (22). Na podstawie
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wynikoéw doswiadczen przeprowadzonych na ponad 300 000 szt. brojleréw dowie-
dziono, ze ORR podawane in ovo, pozwalajg na uzyskanie poprawy parametréw pro-
dukcyjnych takich jak przezywalnosé¢ (3,18% upadkéw w grupie ORR vs 3,60% upad-
kéw w grupie kontrolnej) czy lepsze wykorzystanie paszy (1,78 zuzycie paszy / kg
przyrostu w grupie ORR vs. 1,85 zuzycie paszy/kg przyrostu w grupie kontrolnej).
Wyniki te sg niezmiernie istotne z praktycznego punktu widzenia, gdyz zaréwno
jednorazowe podanie niewielkiej dawki prebiotyku, jak i mniejsze upadki oraz lep-
sze wykorzystanie paszy, wplywajg na obnizenie kosztéw produkcji drobiarskiej.
Dzieki temu, testowana przez nas technologia in ovo ma duze szanse na komercjali-
zacje. W dalszych, pilotazowych, nie publikowanych badaniach wiasnych ugrunto-
wano wczesniejsze obserwacje, uzupetniajgc je o analizy histologiczne i morfolo-
giczne. Wykazano, np. szybsze wchianianie sie woreczka zéitkowego podczas em-
briogenezy, w stosunku do kontroli oraz pozytywny wplyw na parametry kosmkow
jelitowych.

Podsumowujac te czes¢ pracy, nalezy podkresli¢, ze podawanie prebiotykéw po-
chodzenia roslinnego, o Scisle okreslonym skladzie chemicznym, z zastosowaniem
technologii in ovo, wplywa istotnie na efektywnos$¢ odchowu kurczat rzeznych, po-
zwalajac na produkcje zywnosci prozdrowotnej, dzieki wyeliminowaniu niekorzyst-
nych wilasciwosci dotychczas stosowanych antybiotykéw w paszy.

4. Stymulacja odpowiedzi imunologicznej

Wylezone piskle narazone jest, w wyniku kontaktu z niekorzystnymi czynnikami
Srodowiska, na szereg czynnikdw chorobotwoérczych. Totez zagadnienia dotyczace
jego zdrowotnosci sg jednym z najwazniejszych wspétczesnych probleméw zwigza-
nych z hodowlg i uzytkowaniem drobiu. Ich rola jeszcze wzrosta, po wprowadzeniu
w UE, w latach 1997-1998 zakazu stosowania jako dodatkow paszowych chemiote-
rapeutykéw stosowanych w lecznictwie ludzi. Do grupy tej zaliczamy: awoparcyne,
tylozyne, spiramycyne, bacytracyne, i wirginiamycyne (No VI/7767/98 EC, Bruksela).
Od ! stycznia 2006 r. na terytorium UE zakazem (No A5-0373/2002) zostaly objete
pozostate antybiotyki, ktore odtad nie moga by¢ stosowane jako stymulatory wzro-
stu dla zwierzgt. Decyzja ta stanowi podstawowy element strategii Komisji Europej-
skiej majacej zapobiec zjawiskom uodparniania sie mikroorganizméw w zwigzku
z nadmiernym badz niewlasciwym stosowaniem antybiotykéw. Obecnie dozwolone
jest stosowanie antybiotykOéw wylgcznie w ramach kuracji weterynaryjnych.

Ponadto, poczawszy od 2007 r., we wszystkich panstwach cztonkowskich Unii
Europejskiej wdrazane sg narodowe programy zwalczania salmonelloz u drobiu.
Dot/czg one zwalczania Salmonella enteritidis, S. typhimuriiim, S. virchow, S. infantis
i S. hadar w stadach hodowlanych gatunku Gallus gallus. W Polsce zasady dotyczace
realizacji programu zwalczania salmonella w stadach hodowlanych zostaly okreslo-
ne w rozporzadzeniu Rady Ministrow z 28 marca 2007 r. Natomiast program zwal-
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czania salmonelloz u brojleréw kurzych oraz niosek kur towarowych wdrozony
zostal na podstawie Rozporzadzenia Rady Ministréw z 12 maja 2009 r. Przepisy te
zakazujg stosowania antybiotykoéw w celu zwalczania i leczenia salmonelloz u dro-
biu. Zalecane sg szczepienia ochronne oraz stosowanie preparatow zasiedlajgcych
i kompetencyjnych wobec bakterii z grupy Salmonella.

Omawiana tematyka wpisuje sie w aktualne priorytety badawcze Unii Europej-
skiej, o czym Swiadczy m.in. powotanie jednej z Europejskich Platform Technologii
(ETP, ang. European Technology Platform), poswieconej wytyczaniu trendéw w nowo-
czesnej hodowli zwierzat, zwanej FABRE TP (ang. Sustainable Farm Animal Breeding
and Reproduction Technology Platform). Platforma ta zostala stworzona przez przed-
stawicieli najwiekszych organizacji zajmujgcych sie hodowlg zwierzat w Europie, we
wspoOtpracy z uniwersytetami i osrodkami badawczymi (23). W dokumencie opubli-
kowanym na stronie internetowej platformy FABRE, http://www.fabretp.org/, przed-
stawiajgcym wizje zrobwnowazonego rozwoju hodowli i reprodukcji zwierzat gospo-
darskich do roku 2025, wyszczegélniono priorytety, ktére powinny wyznaczac kie-
runki dziatania tej galezi produkcji rolniczej. Obejmujg one m.in. bezpieczenhstwo
zywnosci, zwierzeta wolne od chordb, bior6znorodnos¢, odpowiedzialnos¢ spoteczng
i konkurencyjnos¢ ekonomiczng Europy. W Swietle tego dokumentu, gtéwnym wy-
znacznikiem dziatan w zakresie hodowli zwierzat jest ograniczanie wystepowania
zoonoz i pozostatosci farmaceutykow w produktach zywnosciowych pochodzenia
zwierzecego, jak réwniez zwiekszanie odpornosci zwierzgt gospodarskich na czyn-
niki patogenne poprzez odpowiedniag selekcje, ograniczanie stosowania lekéw we-
terynaryjnych, optymalizacje programow szczepien oraz stosowanie nowoczesnych
technologii. W zwigzku z prezng dziatalnoscia platformy, mozna w najblizszym czasie
spodziewac sie odzwierciedlenia tych idei w finansowaniu i wdrazaniu projektow
badawczych dotyczacych immunologii i immunogenetyki zwierzat gospodarskich.

Rozwazmy w tym miejscu przestanki wskazujace na zasadno$¢ stymulacji odpowie-
dzi immunologicznej kurczat/ptakéw z wykorzystaniem technologii in ovo. W wielo-
letnich badaniach wykazano, ze geneza powstawania przeciwciat w organizmie pta-
ka rézni sie znacznie od analogicznego procesu u ssakow. Przede wszystkim proces
rearanzacji genéw immunoglobulin w przypadku ssakoéw jest ciggly i trwa cate zycie
osobnicze, natomiast u ptakéw wystepuje tylko raz, podczas rozwoju embrionalne-
go i jest znany pod nazwg somatycznej konwersji genoéw. U kury, prekursory wytwa-
rzajgcych przeciwciata limfocytéw B (ang. Prehursal Stern Cells), sg syntetyzowane
miedzy 8. a 14. dniem embriogenezy w pecherzyku zottkowym, szpiku kostnym
i embrionalnej tkance watrobowej. Nastepnie zasiedlajg pecherzyki bursy Fabrycju-
sza, gdzie podlegajg réznicowaniu i klonowaniu do poziomu szacowanego na 2-3 x 10"
szt. Proces ten rozpoczyna sie w 12. dniu rozwoju embrionalnego i trwa przez kilka
nastepnych tygodni. Miedzy 18. dniem embriogenezy a 2.-4. tygodniem zycia wiek-
szo$¢ limfocytow B migruje z bursy Fabrycjusza do grasicy oraz do wtérnych
narzadéw limfatycznych, dzieki czemu juz 2-4-tygodniowe kurczeta rozwijajg bar-
dzo wszechstronng odpornos¢ nieswoistg (24,25). Miedzy 7. a 13. tygodniem zycia
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kurczat, bursa Fabrycjusza - po spetnieniu swoich funkcji zwigzanych z réznicowa-
niem i proliferacjg limfocytéw B - zaczyna zanikac.

Stymulacja odpornosci specyficznej kurczecia mozliwa jest w wyniku podania szcze-
pionki, np. w formie inaktywowanych wiruséw lub jedynie pewnych sktadnikéw pato-
genow np. krétkich oligodeoksynukleotydéw zawierajgcych niemetylowane motywy
CpG (charakterystyczne dla bakterii) stymulujace odpornos¢ specyficzng (26). Motywy
CpG nalezg do konserwatywnych elementow wystepujgcych na powierzchni patoge-
noéw (PAMP). To wiasnie poprzez PAMP receptory TLR (Toll-podobne), zwigzane z od-
pornoscig nieswoistg, aktywuja komorki ukltadu odpornosciowego (27).

Wspéiczesne ptaki poddawane sa starannie przemyslanej strategii szczepien,
réznej w zaleznosci od gatunku, wieku, kierunku uzytkowania, itd. Stosuje sie m.in.
szczepionki przeciwko chorobie Mareka, zakaznemu zapaleniu torby Fabrycjusza,
ospie ptasiej, pomorowi rzekomemu ptakéw (pomor azjatycki), zakaznemu zapale-
niu oskrzeli kur (1BV) czy kokcydiozie (6,28,29). Niebezpieczna, zwlaszcza dla kilku-
dniowych pisklat, powodujaca duze straty w wielkostadnej produkcji drobiarskiej
jest nowotworowa choroba wywotywana przez wirusy z rodziny Flerpesviridae, na-
zwana od nazwiska jej odkrywcy - chorobg Mareka (MD). Podanie szczepionki prze-
ciwko MD w pierwszym dniu zycia pisklecia powoduje wytworzenie odpornosci do-
piero po siedmiu dniach od szczepienia (30).

W tym kontekscie bardzo wazne jest jak najwczesniejsze podanie szczepionki,
aby stymulacja odpowiedzi immunologicznej nastgpita przed ewentualnym zakaze-
niem zjadliwymi, terenowymi szczepami drobnoustrojow. Okazato sie, ze okres po-
trzebny do zabezpieczenia pisklgt przed skutkami zakazenia wirusem MD po szcze-
pieniu in ovo ulega skroceniu i wynosi okoto trzech dni. Podanie szczepionki in ovo,
najczesciej w 18. dobie legu lub nawet wczesniej w 12.-14. dobie, kiedy nastepuje
rozwéj komorek prekursorowych limfocytéw T i B (30) ma zatem swoje uzasadnienie.
Podstawowg zaletg jest wczesniejszy rozwdj odpornosci pisklecia oraz redukcja stre-
su w stosunku do tradycyjnych szczepien, mozliwos$¢ automatyzacji procesu, obnize-
nie kosztdw, jak réwniez precyzyjne dostarczanie wymierzonych sktadnikéw (4,6).
W dalszych badaniach wykazano (26), ze podanie sekwencji lub/i rekombinowanych
biatek pierwotniaka Eimeria, zmniejsza wrazliwos¢ pisklat na zakazenie. Rwniez inni
badacze (32) osiggneli poréwnywalne wyniki, zwiekszenie poziomu odpowiedzi humo-
ralnej w rezultacie podania unieszkodliwionych termicznie bakterii Campylobacterjejuni.

W przypadku szczepienia in ovo wazna jest dawka, rodzaj substancji, jak réwniez
miejsce podania szczepionki oraz wiek zarodka (30). Wykazano, np. ze w przypadku
MD skuteczniejsze sg iniekcje do miesnia grzbietowego zarodka w poréwnaniu do
iniekcji do ptynow zarodkowych (33). Obecnie badane sg szczepionki r6znego typu,
np. konstruowane z wykorzystaniem wirusoéw, ale w formie kombinacji wirus-prze-
ciwciato, ktore, jak sie okazuje, sa bezpieczniejsze. Zwiekszenia poziomu przeciwciat
u zarodkéw/pisklgt mozna sie spodziewa¢ w wyniku stymulacji torby Fabrycjusza,
czy tez innych organdw lirnfatycznych zwigzanych z tkanka limfatyczna wystepujaca
w obrebie przewodu pokarmowego (GALT, ang. Gut-Associated Lymphoid Tissue) lub
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tkanka limfatyczna zwigzang z btonami Sluzowymi - MALT (ang. Mucosa-Associated
Lymphoid Tissue) (34,35). W innych badaniach skupiono si¢ na podawaniu w szczepion-
ce interferonu gamma, chcac pobudzi¢ produkcje przeciwciat, poprzez zwiekszenie
ekspresji kompleksu MHC i rozwoju limfocytoéw Tc, eliminujgcych patogen (28).

Poszukanie odpowiednich srodkéw w celu podwyzszenia poziomu odpornosci in
ovo jest obecnie aktualnym i waznym zagadnieniem, z powodu braku, na uzytek
przemystu drobiarskiego, wyspecjalizowanych, skutecznych i zarazem bezpiecznych,
szczepionek zwalczajgcych choroby wirusowe. Ograniczeniem jest stosunkowo mata,
jak dotad, wiedza dotyczaca mechanizmoéw wrodzonej odpornosci kurczat (36).

Szczeg6towe badania dotyczace efektu immunomodulacyjnego i dziatania pro-
biotykdw na poszczegodlne szlaki odpowiedzi immunologicznej poprzez stymulacje
ekspresji genéw prowadzone byly gtdwnie in Wtro. jednym z nielicznych przyktadéw
moga by¢ badania Brisbin i wsp. (37), w ktérych przeanalizowano wplyw bakteryjne-
go DNA, peptydoglikanu jak i czasteczki otoczki probiotycznej bakterii Lactobacillus
acidophilus. Wykazano, ze czastki Lactobacillus w tkance limfatycznej jelita $lepego
kur wptywaja na zwiekszong ekspresje gendw zwigzanych z odpowiedza immunolo-
giczng m.in. STAT | i STAT 4, interleukiny 18 (IL-18), MyD88, interferonu INF-a oraz
INF-y, CD44, CD25, MHC Klasy ! taincuch ciezki oraz lekki (P2-mikroglobulina). ROw-
nolegle prowadzone w naszym zespole badania (38-40) dotyczgce mapowania genow
zwigzanych z nieswoistg odpowiedzig immunologiczng pozwolity na wytypowanie
gendéw kandydujacych. Wykazalismy takze, ze zaréwno swoista jak i nieswoista od-
powiedZ immunologiczna ma podioze genetyczne. Warto$ci odziedziczalnosci od-
powiedzi immunologicznej sg niskie (0,2), co sugeruje znaczacy wptyw Srodowiska
na te cechy. Takim stymulatorem srodowiskowym, szczegdlnie efektywnym w cza-
sie embriogenezy, moze by¢ odpowiednio dobrany pre-/ probiotyk lub synbiotyk.

W nie publikowanych badaniach wlasnych ugruntowaliSmy wczesniejsze obser-
wacje, uzupetniajgc je o analizy immunologiczne. Objely, z jednej strony, ocene
narzadow uktadu immunologicznego, a z drugiej, wyniki analiz serologicznych. Masa
ciata, torby Fabrycjusza i $ledziony w 3. tygodniu zycia brojleréw byta wieksza
w grupie, w ktérej podano prebiotyk in ovo. Poziom przeciwciat przeciwko chorobie
Gumboro IBD, pomorowi rzekomemu ND oraz przeciwko zakaznemu zapaleniu
oskrzeli 1BV w surowicy 6-tygodniowych ptakow byt statystycznie wyzszy w grupie,
w ktérej podano in ovo prebiotyk, odpowiednio: 123, 93 i 242, wobec 82, 44 i 165.

5. Podsumowanie

Glowne znaczenie omawianego zagadnienia polega naszym zadaniem na wy-
kroczeniu, dzieki zastosowaniu technologii in ovo, poza dotychczasowy nurt, do-
tyczacy przede wszystkim stosowania pre- /pro- / synbiotykéw w paszy, gtownie
w celu oceny efektow produkcyjnych i obserwacji zwigzanych z wptywem tych
dodatkéw paszowych na uktad immunologiczny. Stosunkowo niewiele wiadomo
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natomiast o molekularnych mechanizmach dziatania, zwtaszcza synbiotykdéw, na
uktad immunologiczny, dlatego kontynuacja tych badan pozwoli uzupeti¢ jak
sadzimy te luke informacyjna. Umozliwi tez zupetnie nowe podejscie do zagadnie-
nia molekularnego mechanizmu dziatania synbiotykéw na uktad immunologiczny
ptaka juz w czasie jego ksztaltowania sie w okresie rozwoju zarodkowego. Mecha-
nizm wczesnej modulacji systemu immunologicznego w wyniku dziatania np. syn-
biotyku bedzie moégt by¢ analizowany na podstawie analizy ekspresji genéw, m.in.
ze szlaku odpowiedzi TLR, jak rowniez na parametrach immunologicznych. Wyty-
powane geny kandydujace, ktorych ekspresja pod wplywem stymulacji synbioty-
kiem bedzie podlegata modfikacji, w przysztosci stanowi¢ moga bioindykatory
dziatania dodatkéw paszowych. Takie bioindykatory umozliwig tatwiejsze i sku-
teczniejsze typowanie substancji biologicznie czynnych stosowanych w progra-
mach uzytkowania ptakow.

Praca wykonana w ramach projektu nr R12 035 02 oraz projektu NN 311 623938 finansowanego
przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego.
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