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RESUM

El consum de productes avicoles contaminats amb Salmonella enterica
serovar Enteritidis (Salmonella) és la principal causa de salmonel-losi en
humans. Per tal de disminuir I'elevada prevalenca de Sa/monella en animals
de granja, s’esta estudiant la inclusié de B-galactomannans en les dietes.
L’objectiu d’aquest treball ha estat determinar I'efecte del Salmosan® (1 g/
kg, suplement nutricional procedent de la goma de garrofi rica en -galacto-
mannans) sobre la morfologia de I'epiteli intestinal de Iili i de la tonsil-la
cecal de pollastres inoculats amb Sa/monella per microscopia electronica de
rastreig. Els resultats s’han comparat amb els obtinguts amb les parets cel-
lulars de Saccharomyces cerevisiae (0,5 g/kg) amb activitat prebiotica de-
mostrada i amb I'antibiotic colistina (0,5 g/kg del dia 5 a '11). Les imatges
demostren que el Salmosan® i les parets de Saccharomyces cerevisiae redu-
eixen la presencia de bacteris adherits a 'epiteli i mantenen, a diferéncia de la
colistina, la integritat de la mucosa. També s’ha observat un increment de
les cel'lules caliciformes i la conseqiient produccié de moc. Aixi, doncs, la
utilitzacié de Salmosan® constitueix una bona estrateégia per tal de controlar
i prevenir la contaminacié per Salmonella en productes avicoles destinats al
consum huma.

Parauvtes crau: goma de garrofi, microscopia electronica de rastreig, cel-
lules caliciformes, Saccharomyces cerevisiae, colistina.
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MORFOLOGIA DEL INTESTINO DE POLLOS INOCULADOS

CON SALMONELLA ENTERITIDIS Y ALIMENTADOS CON UNA DIETA
SUPLEMENTADA CON UN PRODUCTO RICO EN B-GALACTOMANANOS
(SALMOSAN®)

RESUMEN

El consumo de productos avicolas contaminados con Salmonella ente-
rica serovar Enteritidis (Salmonella) es la principal causa de salmonelosis
en humanos. Para disminuir la elevada prevalencia de Sa/monella en anima-
les de granja, se estd estudiando la inclusion de B-galactomananos en las
dietas. El objetivo de este trabajo ha sido determinar el efecto de Salmosan®
(1 g/kg, suplemento nutricional procedente de la goma de garrofin rica en
B-galactomananos) sobre la morfologia del epitelio intestinal del ileon y de
la amigdala cecal de pollos inoculados con Sal/monella por microscopia
electronica de barrido. Los resultados se han comparado a los obtenidos
con las paredes celulares de Saccharomyces cerevisiae (0,5 g/kg) con activi-
dad prebidtica demostrada, y con el antibidtico colistina (0,5 g/kg del dia 5
al 11). Las imagenes demuestran que el Salmosan® y las paredes de Saccha-
romyces cerevisiae reducen la presencia de bacterias adheridas al epitelio y
mantienen, a diferencia de la colistina, la integridad de la mucosa. También
se ha observado un incremento de las células caliciformes y la consecuente
produccion de moco. Asi pues, la utilizacion de Salmosan® constituye una
buena estrategia para controlar y prevenir la contaminacion por Salmonella
en productos avicolas destinados al consumo humano.

PaLaBraAs crave: goma de garrofin, microscopia electronica de barrido,
células caliciformes, Saccharomyces cerevisiae, colistina.

INTESTINAL MORPHOLOGY OF CHICKENS INOCULATED
WITH SALMONELLA ENTERITIDIS AND FED A DIET WITH A
B-GALACTOMANNAN-RICH SUPPLEMENT (SALMOSAN?®)

ABSTRACT

The consumption of poultry products contaminated with Salmonella en-
terica serovar Enteritidis (Salmonella) is the leading cause of salmonellosis
in humans. In order to reduce the high prevalence of Salmonella in farm
animals, the addition of B-galactomannans to their diet is under study. The
aim of this research was to determine by scanning electron microscopy the
effect of Salmosan® (1 g/kg), a nutritional supplement produced from
B-galactomannan-rich locust bean gum, on the morphology of the intestinal
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epithelium of the ileum and the caecal tonsil in chickens inoculated with
Salmonella. The results were compared to those obtained with Saccharo-
myces cerevisiae cell walls (0.5 g/kg) possessing proven prebiotic activity,
and with the antibiotic colistin (0.5 g/kg, from day 5 to 11). The images
show that Salmosan® and Saccharomyces cerevisiae cell walls reduce the
presence of bacteria attached to the epithelium and maintain, unlike colis-
tin, the integrity of the mucous membrane. We also observed an increase in
goblet cells and the resulting production of mucus. Thus, the use of Sal-
mosan® is a good strategy to control and prevent Salmonella contamination
in poultry products intended for human consumption.

Keyworps: locust bean gum, scanning electron microscopy, goblet cells,
Saccharomyces cerevisiae, colistin.

1. INTRODUCCIO
1.1. Salmonel-losi

La salmonel-losi és una malaltia infecciosa causada per diferents soques
del bacteri gramnegatiu Sa/monella. Aquest bacteri inclou dues espécies
(segons estudis d’homologia d’acid desoxiribonucleic [DNAD: S. enterica i S.
bongori. Fins ara, s’han descrit més de 2.500 serotips, la majoria dels quals
pertanyen a la subespecie enterica (European Food Safety Authority, 2012).

1.1.1. Patogenicitat

Un cop ingerida, la Salmonella és capa¢ d’envair i replicar-se en les cel-
lules M localitzades en les plaques de Peyer de la regi6 terminal de I'intesti
prim (Murray et al., 2006). L'adhesio a aquestes cel-lules esta mediada per
fimbries de tipus 1 especifiques de I'especie (Althouse et al., 2003), que re-
coneixen carbohidrats presents en la membrana de les cel'lules intestinals
(Baumler et al., 1997). En la invasio de la mucosa intestinal, intervé el siste-
ma de secrecio de tipus m (T3SS) codificat en la regié cromosomica anome-
nada Salmonella pathogeneicity island-1 (SP1) (Boyle et al., 2006). El T3SS
introdueix les proteines d’invasioé produides pel bacteri (Sips o Ssps) a les
cel-lules M, i dona lloc a una reorganitzacié de l'actina amb la conseqiient
formacié d’ondulacions a la membrana apical. Aquesta membrana rodeja i
engoleix la Salmonella, cosa que permet la seva replicacio intracel-lular en
el fagosoma, la destruccio final de la cel-lula hoste i 'extensio de la infecci
a les cel-lules epitelials veines i al teixit limfoide (figura 1).
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Ficura 1. Salmonella creuant la barrera epitelial a traves de les cél-lules M i
dels enterocits. Els esdeveniments posteriors inclouen la destriccio de les cel-
lules M i la invasio subepitelial dels macrofags. Els bacteris indueixen 'apop-
tosi dels macrofags i estimulen la resposta immunitaria i inflamatoria

Enterocit

Limfocits i
Macrafags

Font:  Elaboraci6 propia.

1.1.2. Epidemiologia

L’any 2010, el nombre total de casos de salmonel-losi en humans en els
vint-i-set paisos de la Unié Europea (UE) va ser de 99.020. Aquesta dada
reflecteix una disminucié del 26 % en comparacié amb la de 2008 (134.579
casos confirmats; European Food Safety Authority, 2012). En canvi, a I'Estat
espanyol, el nombre de casos es va incrementar un 15 % durant el mateix
periode (3.822 casos el 2008 i 4.420 casos el 2010). El pic de casos informats
es produeix normalment entre l'estiu i la tardor, amb una davallada impor-
tant durant 'hivern.

Els serotips causants de la majoria d’aquestes infeccions a la UE sén S.
Enteritidis i S. Typhimurium. El primer esta associat al consum d’ous i carn
d’au de corral contaminats, mentre que la infeccié per S. Typhimurium esta
associada al consum de carn de porc i de bovi contaminades (European
Food Safety Authority, 2012). Un problema afegit és que en el cas dels ani-
mals son molt comunes les infeccions subcliniques. En porcs, poques vega-
des apareix febre o diarrea (Althouse et al., 2003), i en els pollastres és nor-
mal que la infecci6 passi completament desapercebuda. Aquestes infeccions,
com que no son detectades, faciliten la transmissié als humans a través
d’aliments on el bacteri es pot multiplicar a causa d'un mal emmagatzemat-
ge, falta de coccio o contaminacié encreuada en menjars preparats (Europe-
an Food Safety Authority, 2012).
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1.1.3. Prevencio

La utilitzaci6 de tractaments descontaminants en carn i ous seria la ma-
nera més efectiva de controlar la contaminacié per Salmonella, pero a la UE,
I'ds de desinfectants sobre canals esta prohibit i la descontaminacié dels ous
és dificil.

Per evitar, doncs, la contaminacié, els productes avicoles han de ser con-
trolats a les granges de producci6, durant el transport i a 'escorxador. Una
primera opci6 prou valida i que ja és obligatoria €s crear una barrera sanita-
ria que inclogui mesures higieniques per als animals, el personal i els equi-
paments. En aquesta barrera sanitaria també s’inclou la modificacié de la
composicio de la dieta (Vandeplas et al., 2010) seguint diferents estrategies
que es descriuen a continuacio:

— Incorporacié6 de fibra i polisacarids per modificar la microbiota i les
propietats fisicoquimiques del contingut intestinal, i aixi reduir la susceptibi-
litat davant la infeccio. Pot ser 1til per reduir la susceptibilitat a diferents
patogens entre els quals es troba la Salmonella.

— Acidificacié dels aliments i de l'aigua de beguda amb acids grassos
de cadena curta. Aquests acids son produits normalment per la microbiota
anaerobica intestinal com a producte final del metabolisme. Com s’ha de-
mostrat in vitro (Thompson i Hinton, 1997), aquests acids tenen propietats
bacteriostatiques i bactericides contra bacteris principalment gramnegatius
com la Salmonella.

Tot i aixi, aquesta barrera sanitaria no és infal-lible, cosa que ha provocat
el desenvolupament de noves estrategies centrades, principalment, a millo-
rar la resposta immunologica de I'animal. Algunes d’aquestes estrategies es
basen a utilitzar:

— Anticossos especifics contra algun element del bacteri.

— Peptids antimicrobians; interaccionen amb les carregues negatives
presents a la membrana dels patogens.

— Vacunes; a la UE s’han registrat i comercialitzat vacunes per a diferents
soques de Salmonella que no arriben, pero, a tenir una efectivitat del 100 %.

— Antibiotics; a partir de 1950, els antibiotics es varen introduir en pin-
sos per a aviram amb la finalitat de controlar les infeccions bacterianes. Pos-
teriorment, es varen utilitzar a nivells subterapéutics amb I'objectiu d’aug-
mentar la taxa de creixement i millorar I'eficiencia dels pinsos, utilitzant-los
extensivament com a promotors de creixement (Baurhoo et al., 2007). Tan-
mateix, I'Gs subterapeutic d’antibiotics en la produccié ramadera ha estat sub-
jecte a una gran controversia, ateés que ha estat vinculat a 'aparicio de resis-
tencies a antibiotics que comporten una amenaca per a la salut humana. Com
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a resultat d’aquests estudis, I'l de gener de 2006 la UE va prohibir I'is de ni-
vells subterapeutics d’antibiotics com a promotors de creixement. Avui, els
antibiotics estan restringits a casos especials (Reglament CE nam. 2160/2003
del Parlament Europeu i del ConselD).

— Additius alimentaris moduladors de la microbiota; entre aquests ad-
ditius es poden destacar:

e Probiotics; suplement dietetic de microorganismes vius (per
exemple: Lactobacillus, Enterococcus, Pediococcus, Bacillus i
Saccharomyce) beneficiosos per a I'’hoste. Equilibren el balang
microbia de I'animal (Howarth, 2010).

e Prebiotics; molecules no digeribles ni metabolitzables en passar
pel tub digestiu de 'animal (Gibson i Roberfroid, 1995). L’acci6
pot ser directa, en unir-se al patogen tot impedint que aquest
s’adhereixi als enterocits, o bé indirecta, ja que son substrats de la
microbiota intestinal i n’estimulen el metabolisme i el creixement,
inhibint, aixi, la colonitzaci6 dels patogens per exclusio competi-
tiva. A més a més, estimulen la produccié de metabolits antibac-
terians com l'acid lactic, acids grassos volatils i bacteriocines. Els
prebiotics es classifiquen en funcié del seu pes molecular (Mus-
satto i Mancilha, 2007). Els més utilitzats son els disacarids i els
oligosacarids, entre els quals cal ressaltar els fructooligosacarids i
els mannanoligosacarids.

e Simbiotics; es tracta d'una combinacié de probiotics i prebiotics
en la qual els prebiotics afavoreixen selectivament el creixement
dels probiotics.

e Exclusié competitiva; per addicié de moduladors de la microbi-
ota. Es tracta de reemplacar la microbiota de pollastres joves
amb la de pollastres adults, protegint aixi els pollastres de les
infeccions per Salmonella, entre d’altres (Vila et al., 2009).

— Noves estrategies; utilitzacio de bacteriofags, productes clorats, et-
cetera (Burkey et al., 2004).

Cap d’aquests tractaments, per0, és eficac per eliminar completament la
Salmonella. Tot i aixi, la combinaci6é de diferents estrateégies pot arribar a
reduir la prevalenca d’aquest patogen en les granges.

1.1.3.1. Els mannanoligosacarids
Els mannanoligosacarids son complexos no digeribles rics en mannosa.
La principal font d’aquests prebiodtics son les parets cel-lulars del llevat Sac-

charomyces cerevisiae que en contenen un 45 % (Burkey et al., 2004; Solis de
los Santos et al., 2007). Els mannanoligosacarids s’utilitzen com a prebiotics,
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ja que proporcionen condicions favorables per al creixement de Lactobaci-
llus intestinals beneficiosos. A més, tenen la capacitat d’aglutinar bacteris
gramnegatius com a consequiencia de la interaccio de les lectines especifi-
ques presents a les fimbries tipus 1 dels bacteris (Duguid et al., 1966;
Newman, 1994; Becker i Galletti, 2008; Burkey et al., 2004) amb els residus
de mannosa dels mannanoligosacarids (Baumler et al., 1997). Aixi, els man-
nanoligosacarids proporcionen llocs d’'unié per als patogens, de tal manera
que no s’adhereixen a 'intesti, cosa que afavoreix la seva eliminacié. En
aquest sentit, recentment, en un estudi realitzat en col-laboracié amb I'Insti-
tut de Recerca i Tecnologia Agroalimentaries i la Universitat Autonoma de
Barcelona (IRTA-UAB), hem observat en cultius de cel-lules epitelials d’ili
de porc IPI-2I que els B-galactomannans obtinguts a partir de la goma de
garrofi (Ceratonia silliqua) son capacos de reduir 'adhesioé de S. Typhimuri-
um i 'expressio de citocines proinflamatories induides per la seva infeccié
(Badia et al., 2012).

2. OBJECTIUS

L’Institut de Recerca i Tecnologia Agroalimentaries (IRTA) ha desenvolu-
pat un suplement nutricional anomenat Salmosan®, procedent de la goma
de garrofi i amb un alt contingut en mannosa (mannosa:galactosa 4:1), per
tal d'utilitzar-lo com a prebiotic. L’'objectiu d’aquest treball és determinar
I'efecte del Salmosan®, en comparacié amb les parets de Saccharomyces
cerevisiae (que contenen mannans i 3-glucans) i amb la colistina (antibiotic
utilitzat abans de la prohibicié per disminuir la presencia de Sal/monella en-
terica serotip Enteritidis [d’ara en endavant, Salmonellal, i potenciar el crei-
xement dels animals) sobre la morfologia de I'epiteli intestinal de I'ili i de la
tonsilla cecal de pollastres inoculats amb Sal/monella.

3. MATERIAL I METODES
3.1. Infeccio i tractaments

Els pollets broiler mascles (pollastres per a la produccié de carn) d’'un
dia de vida de la soca comercial Ross 308 es varen mantenir estabulats du-
rant vint-i-un dies en gabies de 0,4 m? (6 animals en cada gabia) a 'estacio
experimental de 'IRTA - Nutricié Animal de Valls, amb llum artificial progra-
mable i temperatura i humitat controlades. Els procediments experimentals
varen ser aprovats pel Comite Etic per a 'Experimentacié Animal de I'TRTA,
seguint els principis de la UE per a 'experimentacié animal en el marc de
les normes de bones practiques cliniques.
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Es va comprovar I'absencia de Sal/monella en els cecs d’aquests animals i
es varen distribuir a I'atzar en vuit tractaments inoculats i no inoculats amb
Salmonella i alimentats amb pinsos control (taula D o bé suplementats amb an-
tibiotic (colistina 5 mg/kg del dia 7 a I'11), Salmosan® (1 g/kg) o parets cel-
lulars de Saccharomyces cerevisiae (1 g/kg).

La Salmonella (phage type 4, soca resistent a I'acid nalidixic, Centre de
Recerca en Sanitat Animal, IRTA-UAB, Bellaterra) es va cultivar durant divuit
hores a 37 °C en el brou de cultiu tryptic soy agar (TSA, Difco, Barcelona),
complementat amb 200 pg/mL d’acid nalidixic (Sigma-Aldrich, Saint Louis,
MA, EUA). Per a la inoculacié es va preparar una suspensié en solucio sali-
na amortidora de fosfats de pH 7,2 (PBS) fins a obtenir una densitat optica

Tavwa L. Ingredients i composicio nutricional de la dieta control
Ingredients (g/kg de pinso) | Composicié nutricional (9/kg de pinso)
Blat 326,3 Materia seca 873,8
Blat de moro 150,0 Minerals 60,5
Ordi 150,0 Fibra 35,2
Soja integral extrusionada 100,0 Extracte eteri 54,6
Farina de soja (48 % de proteina) 2178 Proteina bruta 213,0
Greix alimentari 17,4 Calci 9,3
Clorhidrat de L-lisina 2,5 Fosfor total 6,6
L-treonina 0,8 Fosfor inorganic 42
DL-metionina 2,2 Lisina 11,6
Clorur de colina 05 Treonina 74
Sal 4,6 Metionina 5,0
Carbonat calcic 9,0 Metionina + cistina 8,2
Fosfat bicalcic 15,7 Triptofan 2,0
Etoxiquin 66 % 0,2
Corrector vitaminic i mineral? 3,0

Energia metabolitzable (kcal/kg) 2.895

1. Corrector vitaminic i mineral: vitamina A, 13.500 Ul; vitamina D, 4.800 Ul; vitamina E, 45 mg; vitamina B,, 3 mg; vitami-
na B,, 9 mg; vitamina Bg, 4,5 mg; vitamina B, 16,5 pug; vitamina K;, 3 mg; pantotenat de calci, 16,5 mg; acid nicotinic, 51
mg; acid folic, 1,8 mg; biotina, 30 pg; Fe, 54 mg; I, 1,2 mg; Co, 0,6 mg; Cu, 12 mg; Mn, 90 mg; Zn, 66 mg; Se, 0,18 mg; Mo,

1,2 mg.

Font:  Elaboracié propia.
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de 0,824 a 450 nm. Els animals varen ser inoculats oralment el sete dia d’edat
amb 1 mL d’indocul que contenia 10% unitats formadores de colonies de Sal-
monella.

Tots els animals inoculats o no inoculats amb Sal/monella es varen mante-
nir en el mateix programa d’alimentacié durant el temps de I'experiment a
excepcio del tractament amb antibiotic, que es va administrar durant set dies
(del dia 5 a I'11). L’accés al pinso i a I'aigua de beguda va ser ad libitum. Els
animals es varen sacrificar per dislocacié cervical als vint-i-un dies d’edat. Per
a l'estudi morfometric, es varen sacrificar sis pollastres per cada tractament.
Es varen prendre mostres de I'ili i, de tres d’aquests animals, de la tonsil‘la
cecal. Un cop netes amb PBS (4 °C, 0,1 mol/L), els segments es varen obrir
longitudinalment i es varen agafar tres porcions d'uns 4 mm?de superficie de
la zona distal de I'ili, la més propera a la uni6 ileocecal, per a microscopia
electronica de rastreig (SEM). Les mostres, fixades amb glutaraldehid al 2,5 %
i paraformaldehid al 2 % en PBS (0,1 mol/L, pH 7,4), es varen traslladar en
fred (4 °C) directament des de l'estacié experimental de I'IRTA a la Unitat de
Microscopia Electronica dels Centres Cientifics i Tecnologics de la Universitat
de Barcelona (campus Casanova) per a ser processades. Un cop alli, les mos-
tres es renten amb PBS 0,2 mol/L, es postfixen amb OsO, a I'l % i ferrocianur
potassic al 0,8 % en PBS (0,2 mol/L, pH 7,4), es renten amb PBS (0,2 mol/L,
pH 7,4) i es deshidraten en una serie gradual d’etanol. A continuacio, es
transfereixen a acetat d’isoamil per a la realitzacié del punt critic amb CO, i,
finalment, es recobreixen amb or. Les mostres han estat examinades en un
microscopi Zeiss DSM 940A (Alemanya) que opera a 15 kV.

4. RESULTATS
4.1. Efectes sobre l'epiteli de I'ili

Les imatges de les vellositats dels pollastres no inoculats (figura 2) posen
de manifest que la inclusié a la dieta de colistina, Salmosan® i parets cel-
lulars de llevat no afecta la disposicio ni estructura de les vellositats. A les
imatges també es pot observar que la dieta amb colistina produeix lesions a
I'epiteli (imatge D). Per a aquest mateix tractament, també s’observa que
tant I'epiteli com el moc estan més lliures de bacteris que a la resta de trac-
taments. En el cas de les dietes amb Salmosan® i parets cellulars, s’ha detec-
tat, en tots els pollastres analitzats, que la quantitat de moc produida és su-
perior que al control. Aquest fet es pot relacionar amb la preséncia d'un
nombre més elevat de cel-lules caliciformes, tal com s’observa a la figura 3
corresponent a la dieta amb Salmosan®.
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Ficura 2. [matges de l'ili de pollastres no inoculats obtingudes per SEM. A,
pollastre control; B, pollastre colistina; C, pollastre Salmosan®; D, pollastre
parets cel-lulars de llevat. A la figura es mostra una imaitge per a cada tracta-
ment representativa de n = 6 pollastres analitzats. La fletxa de la imatge B
indica una lesio a l'epiteli

Font:  Elaboracié propia al microscopi electronic de rastreig.

Ficura 3. [Imatge de [’epiteli intestinal dels pollastres no inoculats tractats
amb Salmosan®. El cap de la fletxa indica una cél-lula caliciforme

Font:  Elaboraci6 propia al microscopi electronic de rastreig.

En els pollastres inoculats amb Salmonella (figura 4, imatge A), es pot
observar un increment del nombre de microorganismes adherits tant a I'epi-
teli intestinal com al moc. En els pollastres corresponents a les dietes Salmo-
san® i parets cel-lulars de llevat, es confirma l'increment de la produccié de
moc (imatges B i C), ja descrit per als pollastres no inoculats. Tal com es pot
observar, aquest moc conté un gran nombre de bacteris adherits. Aquest
increment també es pot atribuir a un augment del nombre de cel-lules calici-
formes (figura 5).
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Ficura 4.  Imatges de lili de pollastres inoculats amb Salmonella obtingudes
per SEM. A, pollastre control; B, pollastre Salmosan®; C, pollastre parets cel-
lulars de llevat. A la figura es mostra una imaige per a cada tractament re-
presentativa de n = 6 pollastres analitzats

Font:  Elaboracié propia al microscopi electronic de rastreig.

Ficura 5.  Imaiges de l'ili de pollastres inoculats amb Salmonella obtingudes
per SEM. A, pollastre Salmosan®; B, pollastre parets cel-lulars de llevat. A la
figura es mostra una imatge per a cada tractament representativa de n = 6
pollastres analitzats. El cap de la fletxa indica una cél-lula caliciforme

Font:  Elaboracié propia al microscopi electronic de rastreig.

4.2. Efectes sobre I'epiteli de la tonsil-la cecal

A les imatges de la tonsil-la cecal dels pollastres no inoculats (figura 6),
s’observa la forma caracteristica de les vellositats d’aquesta zona de l'intesti;
vellositats ben desenvolupades i amb un cert desordre en la seva distribu-
ci6. Pel que fa a l'efecte dels diferents tractaments, els resultats son molt
similars als detectats a I'ili. Aixi, per la dieta amb colistina s’observen lesions
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Ficura 6.  Imaiges de la tonsil-la cecal de pollastres no inoculats obtingudes
per SEM. A, pollastre control; B, pollastre colistina; C, pollastre Salmosan®; D,
pollastre parets cel-lulars de llevat. A la figura es mostra una imaige per a
cada tractament representativa de n = 3 pollastres analitzats. La fletxa de la
imatge B indica una lesio a l'epiteli

Font:  Elaboraci6 propia al microscopi electronic de rastreig.

epitelials i una reduccié del nombre de microorganismes adherits a 'epite-
li (imatge B). En el cas de les dietes amb Salmosan® i parets cel-lulars de
llevat, es torna a confirmar un increment de la produccié de moc (imatges
CiD).

A la tonsil-la cecal dels pollastres inoculats (figura 7), tal com s’ha descrit
per a l'ili, s’'observa un increment del nombre de bacteris amb una estructu-
ra compatible amb la de la Sa/monella (imatge A) (Badia et al., 2012). En el
cas dels pollastres sotmesos a les dietes amb Salmosan® i parets cel-lulars de
llevat, aquests bacteris estan associats al moc. En aquests animals també s’ha
detectat un increment de la produccié de moc amb una gran quantitat de
bacteris adherits (imatges B i C). Aquest increment també es pot atribuir a
un augment del nombre de cel'lules caliciformes (figura 8).

Ficura 7. Imaiges de la tonsil-la cecal de pollastres inoculats amb Salmone-
lla obtingudes per SEM. A, pollastre control; B, pollastre Salmosan®; C, pollas-
tre parets cel lulars de llevat. A la figura es mostra una imatge per a cada
tractament representativa de n = 3 pollastres analitzats

Font:  Elaboraci6 propia al microscopi electronic de rastreig.
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Ficura 8. Imatges de la tonsil-la cecal de pollastres inoculats amb Salmo-
nella obtingudes per SEM. A, pollastre Salmosan®; B, pollastre parets cel lulars
de llevat. A la figura es mostra una imaige per a cada tractament representa-
tiva de n = 6 pollastres analitzats. El cap de la fletxa indica una cel lula cali-
ciforme

Font:  Elaboracié propia al microscopi electronic de rastreig.

5. DISCUSSIO

En el present treball s’ha estudiat el Salmosan® i les parets cel-lulars de
Saccharomyces cerevisiae com a font de mannanoligosacarids. També s’ha
estudiat la colistina com a representant dels antibiotics utilitzats tradicional-
ment i que, tot i que actualment estan prohibits, han demostrat la seva efica-
cia a combatre la infeccié per Salmonella.

Tenint en compte els resultats de Badia et al. (2012) obtinguts in vitro, es
va decidir realitzar I'estudi en condicions in vivo en el pollastre. Es varen
alimentar pollastres durant vint-i-un dies amb dietes que contenien els dife-
rents productes subjectes d’estudi, és a dir, colistina, Salmosan® i les parets
cel-lulars S. cerevisiae, tant en animals sans com en animals inoculats amb
Salmonella. Els pollastres que varen seguir la dieta control presenten la
morfologia de les vellositats caracteristica de I'intesti d’aquesta especie ani-
mal amb una distribucié en ziga-zaga (Chichlowski et al., 2007). L’epiteli
dels pollastres inoculats i alimentats amb la dieta control presenta un aspec-
te normal. La infeccié provocada per la inoculacié amb Salmonella no va
provocar alteracions morfologiques.

En el cas dels pollastres tractats amb antibiotic, tant els no inoculats com
els inoculats amb Salmonella, s'observa a I'ili i a la tonsil-la cecal una reduc-
ci6 de la presencia de bacteris i la formacié de lesions epitelials, tal com ja
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havia estat descrit anteriorment també en pollastres (Chichlowski et al., 2007).
En canvi, l'epiteli dels pollastres alimentats amb prebiotics (Salmosan® i pa-
rets cellulars de llevat) té un aspecte similar al control. Per a aquests tracta-
ments, les imatges revelen un increment del nombre de cellules calicifor-
mes i, per tant, més produccié de moc, resultats similars als obtinguts en
estudis anteriors (Baurhoo et al., 2007; Chichlowski et al., 2007) i en el gall
dindi (Solis de los Santos et al., 2007). En aquests animals, també s’ha obser-
vat un increment de bacteris adherits al moc i, per tant, una reducci6 de la
presencia de bacteris adherits a epiteli. En aquest sentit, ja s’havia descrit
amb anterioritat la capacitat dels mannanoligosacarids de reduir la presen-
cia de S. Dublin (Spring et al., 2000), S. Typhimurium (Oyofo et al., 1989) i
S. Enteritidis (Allen et al., 1997; Fernandez et al., 2000) en el tracte digestiu
dels pollastres.

A partir dels resultats obtinguts en aquest estudi, podem concloure que:

— La infeccio per Salmonella no afecta la integritat de I'epiteli intesti-
nal.

— El tractament amb antibiotic és efectiu, ja que disminueix la presen-
cia de bacteris, pero altera la integritat de I'epiteli per la formacié de lesions.

— El tractament amb els prebiotics Salmosan® i parets de S. cerevisiae
manté la integritat de 'epiteli i redueix la presencia de bacteris adherits a
I'epiteli. Les imatges suggereixen que aquest efecte és degut a 'increment
de la produccié de moc, que es correlaciona amb un increment del nombre de
cel'lules caliciformes i que dificulta la invasio de I'epiteli intestinal.

Aixi, doncs, la suplementaci6 de les dietes destinades a la produccio avi-
cola amb productes rics en mannans pot ser una bona estrategia per tal de
reduir la contaminaci6 per Salmonella en productes destinats a consum
huma. A més, els resultats obtinguts fins ara amb Salmosan® atorguen un
valor addicional a un producte com la goma de garrofi, molt abundant al
nostre pais.
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