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RESUM 

L’administració d’antibiòtics a dosis subterapèutiques va ser una estratègia 

extensament utilitzada a partir dels anys 50 en la producció animal per a la 

prevenció d’infeccions i com a promotors del creixement. Tanmateix, la 

creixent aparició de bacteris resistents als antibiòtics va comportar que l’any 

2006, la Unió Europea (UE) prohibís l’ús dels antibiòtics com a promotors del 

creixement (AGP) en la nutrició animal (CE n. 1831/2003). Aquesta prohibició, 

però, va fer repuntar el nombre de casos d’infeccions en animals i 

toxiinfeccions alimentàries en humans que fins aleshores havien estat 

controlades. La salmonel·losi, segona causa d’infeccions alimentàries a la UE, és 

causada per diferents serotips del bacteri gramnegatiu Salmonella que 

contaminen ous i carn d’au de corral (Salmonella Enteritidis) i carn de porc i de 

boví (Salmonella Typhimurium). En humans, aquests dos serotips causen 

gastroenteritis mentre que en animals de granja, les infeccions subclíniques són 

molt comunes. Per aquesta raó, actualment, la indústria avícola destina molts 

esforços a la recerca d’estratègies nutricionals alternatives als AGP per a la seva 

inclusió en els programes de control de Salmonella.  

Així, el principal objectiu d’aquesta tesi ha estat determinar l’efecte del 

Salmosan® (S-βGM), un producte ric en mannan oligosacàrids (MOS), sobre la 

funció intestinal de barrera a l’intestí de pollastres d’engreix infectats amb S. 

Enteritidis, i en cultius de cèl·lules intestinals Caco-2 colonitzades per diferents 

serotips de Salmonella i en dos models d’inflamació intestinal amb cèl·lules 

Caco-2.  

En el pollastre, els resultats revelen que el S-βGM redueix la presència de 

bacteris adherits a l’epiteli i incrementa la producció de moc. Aquest moc 

constitueix una superfície d’adhesió i una barrera física per a l'accés dels 

bacteris a l'epiteli. En els cultius de cèl·lules intestinals Caco-2, el S-GM té un 

efecte protector sobre la funció epitelial de barrera malmesa per la infecció 

amb S. Enteritidis, S. Dublin i S. Thyphimurium. En el cas de S. Enteritidis, 

aquest efecte es pot atribuir a una reducció de la invasió del cultiu i a la 

modulació de la permeabilitat paracel·lular. En els models d’inflamació 

intestinal, es va estudiar la capacitat del S-GM per a protegir la funció epitelial 

de barrera independentment de la seva capacitat per a interaccionar amb 

Salmonella. Per aquesta raó, es varen utilitzar co-cultius de cèl·lules Caco-2 



 

 

amb macròfags (cèl·lules dTHP1) estimulats amb LPS de S. Enteritidis i cultius 

de cèl·lules Caco-2 estimulats amb TNF. En aquests models, es va estudiar 

l’efecte del S-GM i el d’un probiòtic, Lactobacillus plantarum. Els resultats 

posen de manifest que en cap dels models estudiats, ni el S-GM ni el probiòtic 

protegeix la funció epitelial de barrera. En canvi, la combinació d’ambdós 

reverteix els efectes sobre la funció epitelial de barrera. A més a més, també es 

va observar que el S-βGM estimula el creixement del L. plantarum. Aquests 

resultats permeten atribuir al S-βGM la capacitat per a interaccionar amb 

l’epiteli i que té com a resultat la modulació de la secreció de citocines.  

Així doncs, el S-βGM, un MOS ric en βGM, té propietats prebiòtiques i exerceix 

efectes beneficiosos sobre la funció intestinal de barrera que permeten 

considerar-lo un bon candidat com a alternativa als AGP, ja sigui sol o en 

combinació amb un probiòtic.  
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1. Tracte gastrointestinal del pollastre  

Com altres òrgans del pollastre, el tracte gastrointestinal presenta 

característiques úniques. A la boca, en lloc de les dents i els músculs pesants de 

les mandíbules, les aus tenen un bec lleuger. Per realitzar la digestió, els 

pollastres ingereixen l’aliment sencer que queda retingut al pap (Figura 1). 

Aquest, es localitza a mitja alçada de l’esòfag, el qual té un diàmetre més gran 

que el dels mamífers. L’aliment és digerit mecànicament al pedrer, després 

d’haver passat pel proventricle, òrgan que realitza la funció d’estómac 

glandular i on se l’hi addiciona àcid clorhídric i pepsina a l’aliment. L’intestí prim 

de les aus, com el dels mamífers, està dividit en tres seccions: duodè, jejú i ili. 

Les tres seccions contenen vellositats, més llargues al duodè i més curtes a l’ili 

(Mitjans et al., 1997). Es considera que el duodè comença al pedrer i compren 

la zona que queda adherida al pàncrees pel mesenteri formant una nansa en 

què les dues branques es subdivideixen en duodè proximal i duodè distal. Per 

poder diferenciar el jejú de l’ili s’utilitza de referència la presència del diverticle 

de Meckel. La zona on s’acaba l’intestí prim i comença el gruixut s’anomena 

unió ileo-cecal, zona en què s’uneixen els cecs i s’hi localitzen les tonsil·les 

cecals, visibles macroscòpicament i que són les concentracions més grans de 

teixit limfoide intestinal. Els cecs estan separats de l’ili i del còlon per les 

vàlvules ilio-cecals. Els cecs contenen la quantitat més gran de microbiota de 

l’animal i la seva funció principal és la fermentació de fibra. Les vellositats del 

cec proximal estan ben desenvolupades, mentre que al cec distal només hi ha 

plecs circulars (Sturkie, 2000; Rezaian i Hamedi, 2007). 

L’intestí gros, també anomenat recte o còlon, és un òrgan curt que connecta 

l’intestí prim amb el coprodeu, segment inicial de la cloaca. En les aus, el recte 

conté vellositats més curtes i un nombre inferior de cèl·lules caliciformes 

respecte el còlon. La cloaca, la part final del tracte gastrointestinal, és a la 

vegada la part final del sistema urinari i reproductor de les aus i està dividit en 

tres segments: el coprodeu, l’urodeu i el proctodeu (Sturkie, 2000).  
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Figura 1. Tracte gastrointestinal de les aus. Adaptat de 

http://www.poultryhub.org/tem/ 

 

2. Estructura de la paret de l’intestí prim 

L’intestí prim disposa d’una estructura molt especialitzada amb característiques 

morfològiques i funcionals dirigides a facilitar la digestió dels aliments, 

l’absorció dels nutrients que en resulten i la protecció davant de tot un seguit 

d’agents externs potencialment nocius (Deuring et al., 2013). La paret intestinal 

consta de quatre capes:  

 Serosa. És la més externa i està formada per teixit connectiu recobert 

externament per un epiteli simple pla. De la capa serosa se n’origina el 

mesenteri, suport de vasos sanguinis, vasos limfàtics i fibres nervioses. 

 Muscular. Està constituïda per una capa interna de múscul en què les 

fibres estan disposades circularment i una externa amb les fibres en 

disposició longitudinal. 

 Submucosa. Està formada per teixit connectiu que conté vasos sanguinis i 

limfàtics. 

 Mucosa. Està replegada formant vellositats que en el pollastre 

incrementen de 12 a 20 vegades la superfície d’absorció disponible 

(Mitjans et al., 1997). Entre les vellositats hi ha les criptes de Lieberkühn 

on es produeixen bàsicament processos de secreció i on proliferen les 

cèl·lules mare de l’epiteli intestinal. 
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Al seu torn, la mucosa està constituïda per tres capes: 

- Muscularis mucosae: capa de fibres de múscul llis que es troba en 

contacte amb la submucosa i que contribueix al moviment de les 

vellositats. 

- Làmina pròpia: capa de teixit connectiu que conté vasos sanguinis i 

limfàtics i on hi ha nombroses cèl·lules amb funcions immunitàries.  

- Epiteli intestinal: monocapa de cèl·lules epitelials unides entre si per 

unions intercel·lulars presents a la membrana lateral i que aïllen el 

compartiment subepitelial de la llum intestinal. Consta de diferents 

tipus cel·lulars distribuïts en l’eix cripta-vellositat i especialitzats en el 

transport vectorial de substàncies i en la funció barrera de l’epiteli:  

 Cèl·lules indiferenciades: són les cèl·lules mare pluripotents què 

es troben en el fons de les criptes, a partir de les quals se’n 

deriven totes les altres cèl·lules epitelials per divisió i posterior 

diferenciació a mida que progressen al llarg de l’eix cripta-

vellositat. 

 Enteròcits: és el tipus cel·lular majoritari de l’epiteli intestinal. 

Són cèl·lules columnars altament polaritzades ja que la 

membrana apical forma microvil·lis i la proporció de proteïnes i 

fosfolípids que conté aquesta membrana difereix de la membrana 

basolateral (Clarke et al., 2000). Els microvil·lis incrementen la 

superfície d’absorció i constitueixen l’anomenada vora en raspall. 

La diferent composició dels dos dominis de membrana dona lloc a 

una distribució heterogènia dels sistemes de transport, dels 

enzims i dels receptors, així com a una permeabilitat de 

membrana diferent.  

 Cèl·lules caliciformes: són cèl·lules responsables de la secreció de 

moc (Figura 2). El percentatge de cèl·lules caliciformes 

incrementa en sentit aboral, del al duodè fins al còlon (Kim i Ho, 

2010; Goto i Kiyono, 2012). 



Introducció 

6 

 

10 µm

A B

 
 

 Cèl·lules de Paneth: són cèl·lules situades a les criptes que 

secreten principalment pèptids antimicrobians en resposta a la 

interacció de bacteris patògens o comensals amb l’epiteli. 

 Cèl·lules enteroendocrines: són cèl·lules secretores d’hormones, 

situades a les criptes i que es diferencien per la morfologia dels 

grànuls de secreció situats a prop de la membrana basal.  

 Cèl·lules M: són cèl·lules que formen part de l’epiteli associat a 

fol·licle (FAE) que recobreix els fol·licles limfoides i les plaques de 

Peyer (Kunisawa et al., 2012). Aquestes cèl·lules també es poden 

trobar disperses a l’epiteli de les vellositats (Goto i Kiyono, 2012). 

Les cèl·lules M tenen capacitat per transportar antígens 

macromoleculars i microorganismes des de la llum intestinal fins 

a les cèl·lules immunitàries subepitelials. Tot i que el transport 

per transcitosi ha estat considerat un procés no específic, 

recentment s’han descrit receptors específics per a patògens, 

com per exemple GP2, glicoproteïna que reconeix la proteïna 

FimH de Salmonella enterica (Lamichhane et al., 2014; Peterson i 

Artis, 2014). La principal característica morfològica diferencial 

d’aquest tipus cel·lular és que els microvil·lis són curts i irregulars 

(Figura 3). A més a més, la membrana apical té amb un patró de 

glicosilació diferent a la resta de cèl·lules (Goto i Kiyono, 2012). 

Aquestes cèl·lules està descrit que també poden procedir 

d’enteròcits del FAE que, en ser infectats per patògens, per 

exemple per Salmonella Typhimurium, es diferencien a cèl·lules 

M (Tahoun et al., 2012). Així doncs, es poden considerar dos tipus 

de cèl·lules M; les que procedeixen de les cèl·lules 

Figura 2. Cèl·lules caliciformes. Imatges 

obtingudes a l’ili de pollastres de 21 

dies d’edat. A, imatge pròpia obtinguda 

per microscòpia electrònica de 

transmissió i B, imatge de Brufau et al. 

(2015), obtinguda per microscòpia 

electrònica de rastreig. La fletxa senyala 

una cèl·lula caliciforme. 
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indiferenciades, que tarden entre 3 i 4 dies en diferenciar-se, i les 

que procedeixen d’enteròcits, que poques hores després de 

l’estímul es converteixen en cèl·lules M (Ohno et al., 2012). 

2 µm

A B

 

Figura 3. Cèl·lules M. Imatges obtingudes de pollastres de 21 dies 

d’edat per microscòpia electrònica de transmissió (A, ili) i rastreig 

(B, tonsil·la cecal). Imatges de Brufau et al. (2015). 

 

3. Funció intestinal de barrera  

L’epiteli intestinal està en contacte amb la llum intestinal, el contingut de la 

qual es considera medi extern. Per això, l’intestí disposa d’un sistema de 

defensa de vital importància per a l’organisme que s’anomena funció intestinal 

de barrera. Aquesta barrera està formada principalment per la microbiota, el 

moc, els compostos antimicrobians, la immunoglobulina A (IgA), la 

permeabilitat selectiva de l’epiteli intestinal i el sistema immunitari intestinal 

(Figura 4).  
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3.1. La microbiota intestinal  

Immediatament després de néixer, diferents hàbitats de l’organisme, 

principalment la pell i el tracte gastrointestinal, són colonitzats majoritàriament 

per bacteris, així com també per virus, fongs i protozous. Aquestes diferents 

comunitats formen la microbiota, que supera en nombre les cèl·lules i els gens 

de l’hoste. La microbiota canvia al llarg del tracte gastrointestinal; poca 

diversitat i densitat a l’estómac, fins a més de 1000 espècies a l’intestí, essent 

l’intestí gros la regió on la densitat és més gran. 

En el pollastre, així com a l’home, la majoria de les espècies de la microbiota 

intestinal pertanyen principalment als fílums Firmicutes i Bacterioidetes, així 

com també als fílums Proteobacteria i Actinobacteria (Gill et al., 2011; Cénit el 

al., 2014; Fung et al., 2014; Power et al., 2014; Walsh et al., 2014; Suárez, 2015; 

Bäumler i Sperandio, 2016; Han et al., 2016; Mancabelli et al., 2016; Wang et 

al., 2016). En aquesta espècie animal, la composició de la microbiota difereix al 

llarg del tracte gastrointestinal. Així, el gènere Bacillus predomina al pap, el 

gènere Prevotella a l’ili i els gèneres Faecalibacterium, Ruminococcus i 

Akkermansia als cecs. Els gèneres Lactobacillus i Streptococcus estan presents 

en tot el tracte gastrointestinal, essent minoritaris en els cecs. Finalment, el 

gènere Bacteroides incrementa la seva proporció en sentit aboral (Pourabedin i 

Figura 4. Elements que participen en la funció intestinal de barrera. 

Adaptat de Peterson i Artis (2014). DC, cèl·lules dendrítiques; FAE, epiteli 

associat a fol·licle; IgA, immunoglobulina A. 



Introducció 

9 

 

Zhao, 2015; Han et al., 2016). A més a més, la composició de la microbiota i la 

seva funció metabòlica depèn de diferents factors, com l’edat de l’individu, l’ús 

d’antibiòtics, certes malalties i la dieta (Flint et al., 2012; Power et al., 2014; 

Walsh et al., 2014; De Santis et al., 2015; Flint et al., 2015). La microbiota 

intestinal té una relació sinèrgica amb l’hoste, ja que li aporta els següents 

beneficis (Schauer, 1997; Cerf-Bensussan et al, 2010; Gill et al., 2011; Flint et 

al., 2012; Cénit el al., 2014; Goodarzi Boroojeni et al., 2014; Power et al., 2014; 

Walsh et al., 2014; De Santis et al., 2015; Flint et al., 2015; Giorgetti et al., 

2015; Levast et al., 2015; Suárez, 2015) (Figura 5):  

 són una font de nutrients essencials com vitamines i aminoàcids en digerir 

components de la dieta,  

 generen àcids grassos de cadena curta (àcid butíric, acètic i propiònic) que, 

en disminuir el pH de la llum intestinal, inhibeixen el creixement de 

patògens. A la vegada, són una font d’energia per als enteròcits, com és el 

cas de l’àcid butíric, i neutralitzen els grups amoni generats per la 

desaminació dels aminoàcids i d’altres nutrients,  

 competeixen amb els patògens per l’espai i els nutrients, 

 modulen els altres components de la funció intestinal de barrera ja que 

estimulen la producció de moc i de compostos antimicrobians, regulen la 

permeabilitat paracel·lular i modulen el sistema immunitari. 

En els darrers anys, ha crescut molt l’interès en el coneixement dels 

mecanismes pels quals la microbiota exerceix un efecte beneficiós per a 

l’hoste, així com també en el coneixement dels factors que modulen la seva 

composició. En aquest sentit, cal remarcar la importància de les intervencions 

nutricionals. En el pollastre, s’ha demostrat que la composició de la dieta, tant 

en ingredients (per exemple, el tipus de cereal) com en additius (enzims, 

probiòtics o prebiòtics, entre d’altres) (Pan i Yu, 2014; Han et al., 2016; 

Mancabelli et al., 2016), indueixen canvis en la microbiota que comporten un 

increment del pes corporal, una millora de l’índex de conversió del pinso així 

com una reducció de la mortalitat (Roto et al., 2015).  
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3.2. El moc  

El component majoritari del moc són les mucines, que determinen les 

propietats biofísiques i bioquímiques de la capa de moc segons els 

requeriments fisiològics (Corfield, 2015). Les mucines són polipèptids glicosilats 

flexibles que es diferencien en mucines associades a la membrana i en mucines 

secretades per les cèl·lules caliciformes, que al seu torn, poden ser no 

formadores de gels i formadores de gels (Lindel et al., 2008; Kim i Ho, 2010; 

McGuckin et al., 2011; Johansson et al., 2013) (Figura 6).  

Figura 5. Mecanismes implicats en els efectes beneficiosos de la microbiota. Adaptat de 

Power et al. (2014). B, limfòcits B; DC, Cèl·lula dendrítica; IgA, immunoglobulina A; IL-10, 

interleucina 10; T, limfòcits T, Th, limfòcits T efectors, Treg, limfòcits T reguladors.  
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Les mucines associades a la membrana estan presents a la membrana apical de 

les cèl·lules epitelials i contribueixen a la formació del glicocàlix (Corfield, 

2015). El glicocàlix dels enteròcits (Figura 7) és una zona rica en carbohidrats i 

està formada majoritàriament per les mucines MUC3, MUC12 i MUC17 

(Johansson et al., 2013; Pelaseyed et al., 2014). La regió citoplasmàtica 

d’aquestes mucines interacciona amb el citoesquelet dels enteròcits (Pelaseyed 

et al., 2014), mentre que la regió extracel·lular conté oligosacàrids que són el 

lloc d’unió als bacteris (Lindel et al., 2008; McGuckin et al., 2011). El glicocàlix 

limita l’accés de molècules de gran pes molecular a la membrana apical i és el 

punt d’ancoratge d’enzims digestius.  

 

Figura 6. Estructura de les mucines secretades formadores de gel i 

de les mucines associades a la membrana. Adaptat de Johansson 

et al. (2013). 



Introducció 

12 

 

 

 

Les mucines secretades per les cèl·lules caliciformes que tenen més rellevància 

en la funció intestinal de barrera són les formadores de gels. Aquestes mucines 

contenen regions C- i N-terminals implicades en la polimerització (Lindel et al., 

2008; McGuckin et al., 2011; Johansson et al., 2013), procés que confereix la 

viscositat i la consistència de gel característica del moc (Lindel et al., 2008; 

McGuckin et al., 2011; Johansson et al., 2013). A l’intestí prim, la mucina 

secretada formadora de gel majoritària és MUC2 (Lindel et al., 2008; Kim i Ho, 

2010; McGuckin et al., 2011; Johansson et al., 2013).  

La capa de moc cobreix íntegrament l’epiteli intestinal i conté, a més de les 

mucines, altres molècules bioactives de procedència molt diversa. La 

composició d’aquesta capa pot ser modulada pel contingut intestinal i per 

factors neuronals, endocrins i immunitaris (McGuckin et al., 2011). La presència 

de moc facilita la progressió del quim, protegeix l’epiteli de l’activitat d’enzims 

digestius i dificulta l’adhesió de patògens a l’epiteli (Gill et al., 2011; Giorgetti et 

al., 2015). A l’intestí prim, la capa de moc no està adherida a les cèl·lules 

epitelials i és penetrable per bacteris amb flagel. Al FAE, la capa de moc és més 

prima ja que és la zona de l’epiteli implicada en el reconeixement de bacteris. 

En canvi, a l’estomac i al còlon es distingeixen dues capes de moc, una interna 

més densa i una externa més laxa (Johansson et al., 2013; Pelaseyed et al., 

2014) (Figura 4). L’externa té les propietats de la capa de moc que recobreix 

l’intestí prim i és l’hàbitat de la microbiota. L’interna està fermament adherida 

a les cèl·lules epitelials, és renovada constantment cada una o dues hores i la 

composició en MUC2 fa que sigui molt difícil de penetrar pels bacteris. De totes 

maneres, s’ha descrit que en els processos inflamatoris intestinals aquesta capa 

de moc interna del còlon és penetrable als bacteris (Pelaseyed et al., 2014).  

Figura 7. Glicocàlix. Imatge pròpia d’un 

enteròcit de l’ili d’un pollastre de 21 

dies d’edat obtinguda per microscòpia 

electrònica de transmissió. 

 



Introducció 

13 

 

3.3. Compostos antimicrobians  

Els compostos antimicrobians són secretats majoritàriament per les cèl·lules de 

Paneth, i queden retinguts a la capa de moc. La seva funció és controlar el 

creixement dels bacteris comensals i patògens (Goto i Kiyono, 2012).  

3.4. IgA  

L’IgA, secretada pels limfòcits B de làmina pròpia, interacciona amb el receptor 

d’Ig polimèriques (pIgR) expressat a la membrana basolateral dels enteròcits 

(Gill et al., 2011; Fung et al., 2014). Un cop s’ha unit a pIgR, es forma un 

complex que és transportat per transcitosi cap a la llum intestinal, on queda 

retingut a la capa de moc. Aquest complex neutralitza toxines i fixa bacteris a la 

capa de moc de manera que limita l’accés de patògens a la superfície epitelial 

(Suzuki et al., 2010; Salim i Söderholm, 2011). A més a més, té capacitat per 

neutralitzar compostos amb activitat proinflamatòria (Salim i Söderholm, 2011; 

Kinnebrew i Pamer, 2012; Santaolalla i Abreu, 2012).  

3.5. Permeabilitat de l’epiteli intestinal 

L’epiteli intestinal regula la permeabilitat selectivament per dues vies. La via 

transcel·lular, associada a la difusió simple i al transport mediat de nutrients a 

través de la membrana apical i basolateral, i la via paracel·lular, associada a la 

difusió per l’espai intercel·lular (Clarke et al., 2000; Salim i Söderholm, 2011; De 

Santis et al., 2015). A l’epiteli intestinal hi ha cinc tipus d’unions intercel·lulars: 

unions estretes, unions adherents, unions de comunicació, desmosomes i 

hemidesmosomes (Figura 8). Les unions estretes, les unions més apicals, 

determinen la permeabilitat paracel·lular i contribueixen al manteniment de la 

polaritat cel·lular. La permeabilitat paracel·lular es pot veure afectada per 

l’acció de citocines, quimiocines, especies reactives d’oxigen (ROS), bacteris 

patògens, hormones i drogues, entre d’altres factors (Harhaj i Antonetti, 2004; 

De Santis et al., 2015).  
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Figura 8. Unions intercel·lulars de l’epiteli intestinal. Esquema de la localització de les 

diferents unions intercel·lulars (A) i imatge de microscòpia electrònica de transmissió de les 

unions intercel·lulars (B). Adaptat de Tsukita et al. (2001). AJ, unió adherent; DS, 

desmosoma; Mv, microvil·li; TJ, unió estreta.  
 

3.5.1. Estructura de la unió estreta 

Les unions estretes estan formades per proteïnes transmembrana [ocludina, 

família de les claudines, família de les junctional adhesion molecules (JAM) i 

tricel·lulina], proteïnes citoplasmàtiques estructurals [família zonula occludens 

(ZO), afadina (AF6) i cingul·lina] i proteïnes citoplasmàtiques reguladores 

(Miyoshi i Takai, 2008; Salim i Söderholm, 2011; Barreau i Hugot, 2014; De 

Santis et al., 2015) (Figura 9). La interacció de les proteïnes de la unió estreta 

amb l’actina del citoesquelet també exerceix un paper important en la 

regulació de la via paracel·lular, fonamentalment per la contracció de l’anell 

subapical d’actina a través de l’acció de la miosina.  
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Figura 9.  Esquema de la unió estreta. Localitazció de la unió estreta a la cèl·lula i en detall, 

les proteïnes transmebrana, la ZO-1 i l’actina del citoesquelet. JAM, Junctional Adhesion 

Molecules; ZO-1, Zonula Occludens-1. 

3.5.1.1. Proteïnes transmembrana 

3.5.1.1.1. Ocludina 

L’ocludina va ser la primera proteïna de la unió estreta identificada. És una 

proteïna amb quatre regions transmembrana, dues nanses extracel·lulars, una 

nansa intracel·lular i les regions N- i C-terminal, citoplasmàtiques (Figura 10). La 

regió C-terminal interacciona amb les proteïnes de la família ZO (Suzuki, 2013).  

3.5.1.1.2. Família de le claudines 

Les claudines, una família de 24 membres (Suzuki, 2013), són proteïnes 

transmembrana amb una estructura similar a l’ocludina (Figura 10). De la 

mateixa manera, la regió C-terminal interacciona amb les proteïnes de la 

família ZO. Les nanses extracel·lulars formen interaccions homofíliques o 

heterofíliques entre cèl·lules adjacents i són crítiques per a la formació de 

canals selectius per a ions (Shen et al., 2011; Ulluwishewa et al., 2011; Lee, 

2015). Cada membre de la família té un patró d’expressió diferent dependent 

del teixit. Així, a l’intestí s’expressen les claudines -1, -3, -4, -5, -8, -9, -11 i -14, 

implicades en la funció barrera ja que disminueixen la permeabilitat 

paracel·lular, i les claudines -2, -7, -12 i -15, formadores de canals iònics i que, 

per tant, incrementen la permeabilitat paracel·lular (Suzuki, 2013).  
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3.5.1.1.3. Família JAM 

La família de les JAM són proteïnes amb una regió transmembrana, la regió N-

terminal extracel·lular i la C-terminal citoplasmàtica que s’uneix 

fonamentalment a les proteïnes de la família ZO (Figura 10). L’expressió de les 

proteïnes JAM no és igual en tots els teixit (Harhaj i Antonetti, 2004; 

Groschwitz i Hogan, 2009; Suzuki, 2013) i està descrit que a l’epiteli intestinal 

s’expressen JAM-A, JAM-4 i CAR (Suzuki, 2013).  

3.5.1.1.4. Tricel·lulina 

La tricel·lulina és una proteïna amb estructura similar a l’ocludina i les claudines 

(Figura 10). La regió C-terminal s’uneix fonamentalment a les proteïnes de la 

família ZO (Assimakopoulos et al., 2011; Suzuki, 2013; Van Itallie i Anderson, 

2014). Aquesta proteïna es localitza principalment a unions on convergeixen 

tres cèl·lules epitelials (Suzuki, 2013).  

 

ZO-1
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Cingul·lina

Cingul·lina

Actina/
Miosina

Actina

ActinaMiosina
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Regió 
extracel·lular

Claudines Ocludina JAM Tricel·lulina

 

Figura 10. Proteïnes transmebrana de la unió estreta. Esquema de les proteïnes 

transmembra, de les proteïnes citoplasmàtiques de la unió estreta i de l’actina del 

citoesquelet. Adaptat de Robinson et al. (2015). JAM, Junctional Adhesion Molecules; 

MLCK, cinasa de la cadena lleugera de miosina; ZO, Zonula Occludens. 
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3.5.1.2. Proteïnes citoplasmàtiques estructurals 

El domini intracel·lular de les proteïnes transmembrana interacciona amb les 

proteïnes citoplasmàtiques estructurals que actuen d’ancoratge de les fibres 

d’actina del citoesquelet.  

3.5.1.3.1. Família ZO 

Les proteïnes de la família ZO formen part de la família de proteïnes 

membrane-associated guanylate kinase (MAGUK) (Harhaj i Antonetti, 2004; 

Groschwitz i Hogan, 2009; Bauer et al., 2010; Suzuki, 2013). Fins al moment, 

s’han descrit tres isoformes: ZO-1, -2 i -3. Aquestes proteïnes s’uneixen a les 

proteïnes transmembrana per la regió N-terminal i a l’actina del citoesquelet 

per la regió C-terminal. La regió N-terminal contené tres regions Post-synaptic 

density 95/Drosophila discs large/ZO-1 (PDZ), una regió Scr Homology 3 (SH3) i 

una regió homòloga a guanilat cinasa (GUK) (Harhaj i Antonetti, 2004; 

Groschwitz i Hogan, 2009; Bauer et al., 2010; Suzuki, 2013; Torres-Flores i Arias, 

2015) (Figura 11). Cadascuna d’aquestes regions s’uneix a altres proteïnes de la 

unió estreta. Per exemple, la ZO-1 s’uneix a les claudines per la primera regió 

PDZ, a les altres proteïnes de la família ZO per la segona regió PDZ, a la proteïna 

JAM-A per la tercera regió PDZ i a l’ocludina per la regió GUK (Suzuki, 2013). La 

interacció de les proteïnes de la família ZO amb les proteïnes transmembrana, 

l’actina del citoesquelet i una gran varietat de proteïnes cel·lulars és crucial per 

a la formació, organització i funció de les unions estretes i les implica, a la 

vegada, en la diferenciació cel·lular (Bauer et al., 2010; Harhaj i Antonetti, 

2004). 

 

ZO-1

Claudines ZO-2 
ZO-3

JAM-A Ocludina Actina

PDZ 1 PDZ 2 PDZ 3 SH3 GUKN C

 

Figura 11. Estructura de la ZO-1. Esquema de les diferents regions estructurals 

de la proteïna citoplasmàtica ZO-1 on s’indica les proteïnes a les que s’uneix 

cadascuna de les regions. Adaptat de Suzuki (2013). GUK, guanilat cinasa; JAM, 

Junctional Adhesion Molecules; PDZ, Post-synaptic density 95/Drosophila discs 

large/ZO-1; SH3; Scr Homology 3; ZO, Zonula Occludens. 
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3.5.1.3.2. AF6 

L’afadina és una proteïna citoplasmàtica que també conté regions PDZ i es 

localitza tant a les unions estretes com a les unions adherents. Aquesta 

proteïna interacciona amb la JAM-A i amb els filaments d’actina (Van Itallie i 

Anderson, 2014). 

3.5.1.3.3. Cingul·lina 

La cingul·lina és una proteïna citoplasmàtica en la que la regió N-terminal 

forma una gran estructura globular, mentre que la regió C-terminal forma una 

estructura globular més petita. Tot i que està descrit que interacciona 

directament o indirecta amb altres proteïnes de la unió estreta, la seva funció 

no ha estat identificada (Suzuki, 2013).  

3.5.1.3. Proteïnes citoplasmàtiques reguladores 

Les proteïnes citoplasmàtiques reguladores són proteïnes de senyalització que 

regulen l’acoblament, desacoblament i manteniment de les proteïnes de la 

unió estreta, així com les interaccions amb l’actina del citoesquelet. Aquesta 

funció reguladora pot ser directa o indirecta.  

La regulació directa consisteix en modificar l’estat de fosforilació de les 

proteïnes de la unió estreta per acció de diferents isoformes de la proteïna 

cinasa C (PKC) o de la proteïna cinasa activada per mitògens (MAPK) (Harhaj i 

Antonetti, 2004; Farhadi et al., 2006; Groschwitz i Hogan, 2009; Corr et al., 

2013; Suzuki, 2013; Torres-Flores i Arias, 2015).  

La regulació indirecta consisteix en modular la funcionalitat de la unió estreta a 

través de la contracció de l’actina del citoesquelet, per acció de la cinasa de la 

cadena lleugera de miosina (MLCK) i de les proteïnes de la família Rho (Harhaj i 

Antonetti, 2004; Miyoshi i Takai, 2008; Torres-Flores i Arias, 2015). La MLCK 

fosforila la cadena lleugera de miosina (MLC) (Cunningham i Turner, 2012; Lee, 

2015) i la interacció de la miosina fosforilada amb l’actina del citoesquelet 

provoca la contracció de l’anell generant-se una tensió que obre la via 

paracel·lular (Figura 12). Diferents estímuls extracel·lulars, com citocines i 

bacteris, poden regular l’acció de MLCK (Ulluwishewa et al., 2011). D’altra 

banda, la regulació de la permeabilitat paracel·lular per acció de la família Rho 

és molt complexa ja que cada membre de la família té múltiples proteïnes 

diana que afecten la dinàmica i l’organització de l’actina (Ulluwishewa et al., 
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2011; Lee, 2015). Aquesta família inclou GTPases monomèriques (Cdc42, Rac i 

Rho) que actuen com a dispositius moleculars que controlen processos 

cel·lulars i alternen una forma activa unida a trifosfat de guanosina (GTP) i una 

forma inactiva unida a difosfat de guanosina (GDP). Així l’activació de Cdc42 

indueix la polimerització de l’actina i el seu empaquetament, formant fil·lipodis. 

L’activació de Rac indueix la polimerització de l’actina en aquest cas, en la 

perifèria cel·lular formant lamel·lipodis o plecs de la membrana. Finalment, Rho 

afavoreix l’empaquetament dels filaments d’actina amb els de miosina II 

(Alberts et al., 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

3.5.2. Selectivitat de la via paracel·lular 

S’han descrit dues rutes de difusió a través de les unions estretes: la leak 

pathway que és una via de baixa capacitat que permet el pas de molècules 

d’elevat pes molecular [proteïnes, LPS (lipopolisacàrid) bacterians, etc] i la pore 

pathway, via d’alta capacitat que permet el pas de molècules de radi inferior a 

0,4 nm, fonamentalment ions de baix pes molecular (Turner, 2009; Shen et al., 

2011; Turner et al., 2014; De Santis et al., 2015) (Figura 13). L’expressió 

diferencial de les proteïnes de la unió estreta és un factor determinant de la 

permeabilitat d’aquestes dues vies. Així, fins al moment s’ha descrit que 

l’ocludina i la ZO-1 determinen la funcionalitat de la leak pathway i les 

claudines són responsables de la selectivitat iònica i modulen la pore pathway 

(Al-Sadi et al., 2011; Shen et al., 2011; Turner et al, 2014). A l’apartat 5 (Capítol 

de llibre 1) s’inclou una revisió de l’estructura, la regulació i la selectivitat de la 

via paracel·lular.  

Figura 12. Fosforilació de les 

proteïnes del citoesquelet. 

Esquema de la fosforilació de les 

proteïnes del citoesquelet per 

acció de la cinasa de la cadena 

lleugera de miosina (MLCK) i de la 

cinasa associada a proteïnes de la 

família Rho (ROCK). Adapatat de 

García-Ponce et al. (2015). 
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3.6. Sistema immunitari intestinal 

El sistema immunitari intestinal es localitza en regions que reben el nom de 

teixit limfoide associat a l’intestí (GALT). Anatòmicament, el GALT inclou 

compartiments organitzats i difusos. Els compartiments organitzats inclouen les 

plaques de Peyer, els fol·licles limfoides aïllats (ILF) i els ganglis limfàtics 

mesentèrics (GLM) i se’ls considera les regions inductores de la resposta 

immunitària. Les plaques de Peyer són concentracions ovals de teixit limfàtic 

que no estan delimitades per una càpsula i es localitzen disperses en la làmina 

pròpia de la mucosa intestinal. Aquestes estructures es desenvolupen en el 

fetus. En canvi, els ILF es desenvolupen un cop l’intestí ha estat colonitzat per la 

microbiota intestinal i són estructures més petites que les plaques de Peyer 

(Suzuki et al., 2010). Els compartiments difusos inclouen els limfòcits 

intraepitelials (IEL) i les cèl·lules immunitàries de la làmina pròpia i se’ls 

considera les regions efectores de la resposta immunitària (Ramiro-Puig et al., 

2008; Kunisawa et al., 2012; Lamichhane et al., 2014).  

En el pollastre, el GALT es presenta com a agregats de cèl·lules limfoides o bé 

com a fol·licles limfoides o amígdales, dependent de la ubicació. Des de la part 

proximal fins a la part distal, el tub digestiu del pollastre conté: una amígdala 

Figura 13. Selectivitat de la via paracel·lular. Esquema de les dues vies de difusió  a 

través de la unió estreta, així com de les proteïnes que les regulen. ZO-1; Zonula 

Occludens-1. 
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faríngia, teixit difús a l’esòfag, una amígdala pilòrica, plaques de Peyer, el 

diverticle de Meckel, dues tonsil·les cecals, teixit difús limfoide en el recte, la 

bossa de Fabrici i teixit limfoide difús a la paret del proctodeu (Casteleyn et al., 

2010). A l’epiteli de les tonsil·les cecals és molt ric en cèl·lules M disperses 

entre cèl·lules epitelials (Sturkie, 2000; Rezaian i Hamedi, 2007). 

3.5.3. Resposta immunitària 

La resposta immunitària constitueix un mecanisme de defensa essencial en 

l’individu en la que, de forma coordinada, actuen la resposta innata i 

l’adquirida.  

3.6.1.1. Resposta innata  

La resposta immunitària innata inclou els mecanismes inespecífics de defensa 

de l'organisme davant de qualsevol agent estrany. A més a més, aquesta 

resposta es caracteritza per ser immediata i per l'absència de memòria (la 

resposta no incrementa per exposicions repetides al mateix agent). 

3.6.1.1.1. Reconeixement de patògens  

Les cèl·lules epitelials i les cèl·lules immunitàries poden identificar 

específicament patrons moleculars associats a patògens (PAMP) per mitjà de 

receptors específics de patrons (PRR) presents a la membrana (Figura 14). 

Aquest reconeixement activa la resposta innata. Els PRR es classifiquen en 

quatre grups: els receptors tipus Toll (TLR), C-type Lectin Receptors (CLR), 

Nucleotide Oligomerization Domain (NOD)-Like Receptors (NLR) i Retinoic acid-

Inducible (RIG)-I-Like Receptors (RLR) (Abreu, 2010; Netea i Van der Meer, 

2011; Wells et al., 2011; Newton i Dixit, 2012; Santaolalla i Abreu, 2012).  
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Figura 14. Reconeixement de patògens. Els números identifiquen els diferents tipus 

cel·lulars: 1) Enteròcits, 2) Cèl·lules M, 3) Cèl·lules caliciformes, 4) DC i 5) Macròfags. 

Adaptat de Hevia et al. (2015). CLR, C-type Lectin Receptors; DC, Cèl·lula dendrítica; 

LPS, lipopolisacàrid; NLR, Nucleotide oligomerization domain-Like Receptor; PAMP, 

patrons moleculars associats a patògens; PGN, peptidoglicà; PRR, receptors específics 

de patrons; RLR, Retinoic acid-inducible-I-Like Receptors; Th, limfòcits T efectors; TLR, 

receptors tipus Toll; Treg, limòcits T reguladors. 

3.6.1.1.1.1. TLR 

Els TLR es localitzen a la superfície cel·lular o en compartiments endosomals. En 

general, aquets receptors reconeixen peptidoglicà (PGN), RNA viral, LPS, flagels 

i ADN bacterià. Tant a l’home com al pollastre, se n’han descrit 13 (Wells et al., 

2011; Newton i Dixit, 2012), dels quals 11 són similars entre ambdues espècies 

(TLR1-TLR11) i dos són exclusius per al pollastre (TLR15 i TLR21) (Wu i Kaiser, 

2011). D’aquests receptors, TLR2, TLR3, TLR4, TLR5 i TLR9 s’expressen a l’intestí 

(Gill et al., 2011) (Taula 1). La localització estratègica d’aquests receptors a l’eix 

cripta-vellositat és un factor important que evita la hiperreactivitat en front de 

la microbiota (Yu i Gao, 2015). Així, a les criptes, les cèl·lules expressen una 

elevada diversitat de receptors a la membrana ja que és una zona de difícil 

accés per la microbiota intestinal. En canvi a la resta de la vellositat s’expressa 

TLR2 i TLR4 però en poca quantitat (Kelly et al., 2005) (Figura 15). La localització 

a la cèl·lula epitelial també és estratègica ja que es poden expressar de manera 
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diferencial a la membrana apical, sobretot al FAE, o bé a la membrana 

basolateral, on l’estimulació requereix una invasió de l’epiteli. L’activació dels 

TLR inicia una cascada de reaccions que comporta la conseqüent estimulació de 

la producció de citocines i altres mediadors (Takeda i Akira, 2004; Giorgetti et 

al., 2015; Onyiah i Colgan, 2016).  

M

Plaques de 
Peyer

Cèl·lules de Paneth

Cèl·lula 
enteroendocrina

Enteròcits

Intestí prim Còlon

ILF ILF

FAE

Cèl·lula 
enteroendocrina

Enteròcits

 

Figura 15. Localització dels diferents TLR en les cèl·lules de l’intestí prim i del 

còlon. Adaptat de Abreu (2010). FAE, epiteli associat a fol·licle; ILF, fol·licles 

limfoides aïllats; TLR, receptors tipus Toll. 

3.6.1.1.1.2. CLR 

Els CLR són una família de proteïnes que, en general, reconeixen glicans 

presents a la superfície dels patògens (majoritàriament mannosa, fucosa i 

glucans) (Geijtenbeek i Gringhuis, 2009; Gill et al., 2011; Hoving et al., 2014). 

D’aquests receptors, se n’han descrit de solubles i de transmembrana, essent 

aquests últims els que actuen com a PRR. Es poden diferenciar dues subfamílies 

de receptors transmembrana presents majoritàriament en cèl·lules 

dendrítiques (DC) i macròfags: els receptors de mannosa (com per exemple el 

CD206) i els receptors de la família de sialoglicoproteïnes (glicoproteïnes que 

contenen una elevada proporció d’àcid siàlic, com per exemple DC-SIGN) (Gazi i 

Martinez-Pomares, 2009; Geijtenbeek i Gringhuis, 2009; Gill et al., 2011; 

Martinez-Pomares, 2012; Hoving et al., 2014) (Taula 1).  
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3.6.1.1.1.3. NLR 

Els NLR es localitzen al citoplasma i són la família de PRR més extensa. Els més 

estudiats són NOD1 i NOD2 (Gill et al., 2011). Reconeixen components de la 

paret bacteriana i RNA víric (de Geus i Vervelde, 2013). NOD1 s’expressa en 

tots els teixits, en canvi NOD2 només s’expressa en macròfags, DC i cèl·lules del 

epiteli intestinal i pulmonar (de Geus i Vervelde, 2013) (Taula 1).  

3.6.1.1.1.4. RLR 

Els RLR detecten cadenes dobles d’RNA víric al citoplasma i s’expressen en tots 

els teixits de l’organisme (Gill et al., 2011). A l’home, els més ben caracteritzats 

són RIG-I i MDA5 (Melanoma Differentiation-Associated protein 5) (Taula 1). En 

canvi, en pollastres no s’expressa RIG-1, el que els fa més susceptibles a 

infeccions víriques (de Geus i Vervelde, 2013).  

Taula 1. PRR presents a l’epiteli intestinal. Adaptat de Wells et al. (2011). 

PRR Localització a la cèl·lula PAMP Patogen 

TLR2 Superfície Àcid lipoteicoic (LTA) 

Lipoproteïnes/ Lipopèptids 

Proteïna hemoalgutinin 

Glicosilfosfatidilinoditol 

Bacteris grampositiu 

Varis 

Virus 

Paràsits 

TLR2/1 Superfície Triacil lipopèptids Bacteris i micobacteris 

TLR2/6 Superfície Diacil lipopèptids 

Zymosan 

Micobacteris 

Fongs 

TLR3 Compartiments 

endosomals 

dsRNA Virus 

TLR4 Superfície LPS 

Proteïnes envoltants 

Glicosilfosfatidilinoditol 

 

Bacteris gramnegatiu 

Virus 

Paràsits 

TLR5 Superfície Flagel·lina Bacteris 

TLR9 Superfície de 

compartiments 

endosomals 

ADN Bacteris i virus 
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DC-SIGN Superfície  Mannosa i Fucosa Varis 

CD206 Superfície  Mannosa i Fucosa Varis 

NOD1 Citoplasma PGN 

Muramil dipèptid 

Bacteris gramnegatiu i 

algun de grampositiu 

NOD2 Citoplasma PGN 

Muramil dipèptid  

RNA 

Bacteris gramnegatiu i 

grampositiu 

Virus 

MDA5 Citoplasma RNA Virus 

RIG-I Citoplasma RNA Virus 

 

3.6.1.1.2. Cèl·lules immunitàries de la làmina pròpia  

3.6.1.1.2.1. Mastòcits 

Els mastòcits residents en la làmina pròpia d’individus sans són minoritaris, 

però en estats d’inflamació se’n recluten un gran nombre. Aquestes cèl·lules 

alliberen una gran varietat de mediadors d’inflamació com són les 

prostaglandines, els leucotriens, diverses citocines i proteases específiques. 

Aquestes cèl·lules participen en la regulació de la funció intestinal de barrera, 

tot modulant l’expressió de les proteïnes de la unió estreta i activant altres 

cèl·lules immunitàries (Castoldi et al., 2015).  

3.6.1.1.2.2. Macròfags 

La principal funció dels macròfags és fagocitar patògens de manera que 

processen els antígens i els situen a la seva superfície on seran reconeguts per 

els limfòcits que seran els encarregats d’iniciar la resposta adquirida (Setta et 

al., 2012; Arango Duque i Descoteaux, 2014). A més a més, eliminen les 

cèl·lules apoptòtiques i reciclen nutrients mitjançant la digestió dels productes 

de rebuig dels teixits (Setta et al., 2012; Arango Duque i Descoteaux, 2014; 

Rőszer, 2015). Els macròfags són, per tant, essencials, no només per la 

immunitat, sinó també per al desenvolupament i l'homeòstasi dels teixits.  

Els macròfags tenen plasticitat funcional de manera que, dependent del 

microambient en què es troben, divergeixen cap a macròfags clàssics (M1) o 
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macròfags alternatius (M2) (Figura 16). Hi ha autors que, a la vegada, 

classifiquen els M2 en subgrups: M2a, M2b i M2c (Ferrante i Leibovich, 2012; 

Arango Duque i Descoteaux, 2014; Colin et al, 2014; Martinez i Gordon, 2014; 

Murray et al., 2014; Zhou et al., 2014; Rőszer, 2015). Les senyals de polarització 

poden ser diverses i cal tenir en compte que la polarització és reversible 

(Arango Duque i Descoteaux, 2014; Zhou et al., 2014: Rőszer, 2015; Sun et al., 

2015).  

En condicions fisiològiques, els macròfags residents a la làmina pròpia són 

majoritàriament M2. En condicions d’infecció, però, quan hi ha penetració de 

bacteris a la làmina pròpia, es genera una polarització cap a M1. A diferència 

dels M2, amb poca expressió de TLR a la membrana i una alta capacitat 

fagocítica, els M1 presenten una elevada expressió de TLR i NOD (Flannigan et 

al., 2015).  

Els M1, induïts per interferó γ (IFNγ), factor de necrosis tumoral α (TNFα), LPS i 

productes microbians, tenen propietats proinflamatòries (Zhou et al., 2014; 

Rőszer, 2015; Sun et al., 2015). Aquests macròfags, al seu torn, secreten 

citocines proinflamatòries (TNFα, interleucina (IL)-1β, IL-6, IL-12, IL-23), 

promouen el desenvolupament dels limfòcits Th1 i Th17, i l’activació de DC 

(Flannigan et al., 2015). A més, els macròfags M1 secreten alts nivells de ROS i 

espècies reactives de nitrogen (RNS) (Arango Duque i Descoteaux, 2014). En 

canvi, els M2a són induïts per IL-4, IL-13; els M2b són induïts per LPS; i els M2c 

per IL-10, factor de creixement transformant β (TGFβ) i glucocorticoides (Zhou 

et al., 2014; Rőszer, 2015; Sun et al., 2015). Al seu torn, cada subgrup secreta 

citocines que promouen el desenvolupament dels limfòcits Th2 i T reguladors 

(Treg) (Arango Duque i Descoteaux, 2014). Així, els M2a secreten IL-10 i TGFβ; 

els M2b secreten gran quantitat d’IL-10, però també secreten TNFα, IL-1β i IL-6; 

i els M2c secreten IL-10 i TGFβ (Arango Duque i Descoteaux, 2014; Rőszer, 

2015).  
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3.6.1.1.2.3. DC  

Les DC, a part de la seva funció com a cèl·lula presentadora d’antígens, 

presenten un gran nombre i diversitat de PRR que indueixen la secreció de 

diferents mediadors a la làmina pròpia que faciliten el reclutament de limfòcits 

T i B al lloc d’infecció (Kunisawa et al., 2012; Hammer et al, 2015; Iwasaki i 

Medzhitov, 2015).  

De DC, també se’n troben a l’epiteli intestinal, estenent les seves dendrites 

entre els enteròcits, sense afectar les unions estretes. Aquestes DC no migren, i 

tenen un paper important iniciant la resposta immunitària local (Kunisawa et 

al., 2012). 

 

 

Figura 16. Polarització dels macròfags. Degut a la plasticitat funcional, els 

macròfags tenen la capacitat per derivar en M1 i els tres subgrups de M2 en funció 

dels estímuls rebuts. Adaptat de Arango Duque i Descoteaux (2014). DC, Cèl·lula 

dendrítica; IL, Interleucina; INFγ, Interferó γ; LPS, Lipopolisacàrid; RNS, Espècies 

reactives de nitrogen; ROS, Espècies reactives d’oxigen; TGFβ, Factor de creixement 

transformant β; Th, Limfòcit T efector; TNFα, Factor de necrosis tumoral α; Treg, 

Limfòcit T regulador.  
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3.6.1.1.2.4. Limfòcits de la resposta innata (ILC) 

Els ILC són un grup de limfòcits recentment descrit que resideixen a la làmina 

pròpia (Kinnebrew i Pamer, 2012). La principal funció d’aquests és secretar 

citocines i, de fet, es classifiquen en tres subgrups segons les que secreten. Els 

ILC1 produeixen IFNγ, els ILC2 produeixen IL-5 i IL-13 i els ILC3 produeixen IL-17 

i IL-22 (Kinnebrew i Pamer, 2012; Min i Rhee, 2015; Sun et al., 2015).  

3.6.1.2. Resposta adquirida  

La resposta immunitària adquirida inclou els mecanismes específics de defensa 

de l'organisme en front als agents estranys. És una resposta més tardana i és 

capaç de generar una memòria immunològica que li permet reaccionar de 

manera més ràpida i eficient en front a successives exposicions d'un mateix 

agent. Així, es diferencia de la resposta innata en tres característiques: és 

específica, té memòria i està adaptada.  

3.6.1.2.1. Limfòcits B 

Els limfòcits B són capaços de produir anticossos (IgA i IgM) (Iwasaki i 

Medzhitov, 2015) i també tenen la capacitat de secretar citocines (Sun et al., 

2015). 

3.6.1.2.2. Limfòcits T 

S’han descrit diferents subpoblacions de limfòcits T, essent els majoritaris Th1, 

Th2, Th17 i Treg. Mentre que Th1, Th2 i Th17 es consideren cèl·lules efectores 

(Wu i Kaiser, 2011; Castoldi et al., 2015; Min i Rhee, 2015), els Treg mantenen 

l’homeòstasi intestinal mitjanant una regulació negativa dels limfòcits T 

efectors i suprimeixen la resposta inflamatòria (Castoldi et al., 2015; Sun et al., 

2015). El nombre de Treg pot estar regulat per la presència de la microbiota 

intestinal (Castoldi et al., 2015; Min i Rhee, 2015). 

3.6.1.2.3. Cèl·lules Natural Killer (NK) 

L’activació de les NK dona lloc a la destrucció de les cèl·lules infectades i a la 

producció de citocines proinflamatòries, com ara IFNγ i TNFα. Aquestes 

cèl·lules contribueixen a la vegada en l’activació i diferenciació dels limfòcits T 

(Schuster et al., 2016).  
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3.6.1.2.4. Limfòcits intraepitelials (IEL)  

Els IEL comprenen un grup heterogeni de limfòcits que resideixen a l’espai 

intraepitelial, per sota de les unions estretes. Representen la població 

majoritària de limfòcits de l’organisme i està descrit que, a l’intestí, hi ha una 

IEL per cada 10 cèl·lules epitelials (Qiu i Yang, 2013; Castoldi et al., 2015). La 

seva localització els hi confereix les funcions de protegir l’organisme de bacteris 

patògens, secretant IFNγ i TNFα, i de regular la resposta immunitària per no 

malmetre l’epiteli, tot incrementant la producció d’IL-10 i TGFβ (Qiu i Yang, 

2013; Castoldi et al., 2015; Sun et al., 2015).  

3.5.4. Citocines de la resposta immunitària implicades en la funció intestinal 

de barrera 

Com a resposta a l’activació de PRR, les cèl·lules epitelials i immunitàries 

estableixen una comunicació mitjançant la secreció de citocines i quimiocines. 

Entre les moltes que intervenen, les que tenen una relació amb la funció 

intestinal de barrera es descriuen a la Taula 2 (Al-Sadi et al., 2009; Suzuki, 2013; 

Lee, 2015). 

Taula 2. Paper de les citocines en la funció intestinal de barrera. 

Citocines Paper en la funció intestinal de barrera 

IL-1β Disminueix l’expressió d’ocludina i provoca la reorganització del 
citoesquelet per increment de l’expressió de MLCK (Al-Sadi et al., 2009; 
Suzuki, 2013; Barreau i Hugot, 2014).  

IL-4  Regula la pore pathway ja que incrementa l’expressió de claudina-2 

(Suzuki, 2013). 

IL-6  El paper d’aquesta citocina en la regulació de la funció epitelial de 

barrera és controvertida (Al-Sadi et al., 2009; Suzuki, 2013; Al-Sadi et al., 

2014).  

IL-10 No té cap efecte sobre la funció epitelial de barrera en condicions basals 

però exerceix un paper protector en condicions de trencament de la 

barrera. Johansson et al. (2013) també descriuen com la IL-10 afecta 

directament la producció i les propietats del moc secretat per les cèl·lules 

caliciformes. 
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IL-13 Regula la pore pathway ja que incrementa l’expressió de claudina-2 (Shen 

et al., 2011).  

IL-17 Incrementa l’expressió de claudina-1 i 2 [via extracellular-signal-related 

kinase(ERK)], claudines que tenen efectes oposats en la regulació de la 

permeabilitat paracel·lular (Al-Sadi et al., 2009; Suzuki, 2013). 

IL-18 Reorganitza les proteïnes de la unió estreta per activació de MLCK 

(Barreau i Hugot, 2014) i, en condicions de disbiosi, modifica la producció 

de moc (Hand, 2015; Harrison et al., 2015) 

IL-22 Augmenta la producció de compostos antimicrobians i mucina (Onyiah i 

Colgan, 2016).  

TGFβ Millora la funció intestinal de barrera per interacció amb les proteïnes de 

la unió estreta via ERK i PKC (Suzuki, 2013; Al-Sadi et al., 2009). 

Incrementa l’expressió de claudina-1 via MAPK/ERK (Suzuki, 2013). 

TNFα Reorganitza el citoesquelet (provoca canvis en l’expressió de MLCK) i 

regula l’expressió de les proteïnes de la unió estreta, incrementant la 

permeabilitat paracel·lular (Al-Sadi et al., 2009; Cunningham i Turner, 

2012; Suzuki, 2013; Barreau i Hugot, 2014; De Santis et al., 2015). 

IFNγ Reorganitza el citoesquelet (provoca canvis en l’expressió de proteïnes de 

la família Rho) i regula l’expressió de les proteïnes de la unió estreta, 

incrementant la permeabilitat paracel·lular (Al-Sadi et al., 2009; Suzuki, 

2013; Barreau i Hugot, 2014).  
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4. Infecció intestinal per Salmonella  

La salmonel·losi, segona causa d’infeccions alimentàries a la Unió Europea (EU), 

és causada per diferents soques del bacteri gramnegatiu Salmonella. El gènere 

Salmonella inclou dues espècies (segons estudis d’homologia d’ADN): 

Salmonella enterica i Salmonella bongori. S. Entèrica, a la vegada, consta de sis 

subespècies: enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae i indica (Figura 

17). Fins al moment, s’han descrit més de 2600 serotips dels quals un 99% dels 

identificats pertanyen a la subespècie enterica [Dunkley et al., 2009; European 

Food Safety Authority (EFSA), 2012; Callegari et al., 2015]. A l’apartat 6 (Capítol 

de llibre 2) s’inclou una revisió sobre la infecció intestinal per salmonel·la. 

SerotipSubespècieEspècieGènere

Salmonella

enterica

enterica

Typhimurium

Enteritidis

Dublin

...

salamae

arizonae

diarizonae

houtenae

indica

bongori

 

Figura 17. Gènere Salmonella. Classificació de les espècies, les 

subespècies i els serotips. Adaptat de Hurley et al. (2014). 

4.1. Epidemiologia 

L’any 2014, el nombre total de casos confirmats de salmonel·losi en humans en 

els 28 països de la UE va ésser de 88.715, dada que indica un increment d’un 

1,5% respecte als 87.360 casos reportats el 2013 (EFSA, 2015). A l’Estat 

Espanyol, el nombre de casos va incrementar un 46% durant el mateix període 

(6.643 casos al 2014 i 4.537 al 2013), increment que es deu en part a una 
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ampliació de la cobertura i del sistema de vigilància. Els serotips causants de la 

majoria de casos a la UE són Salmonella enterica subespecie enterica serotip 

Enteritidis (Salmonella Enteritidis) i Salmonella enterica subespecie enterica 

serotip Typhimurium (Salmonella Typhimurium), causants d’un 44% i d’un 17% 

dels casos reportats al 2014, respectivament. En el primer cas, la infecció està 

associada al consum d’ous i carn d’au de corral contaminats. En canvi, la 

infecció per Salmonella Typhimurium està associada al consum de carn de porc 

i de boví contaminada (EFSA, 2015). En humans, aquests dos serotips causen 

gastroenteritis. Un altre serotip de Salmonella enterica subespecie enterica és 

el serotip Dublin (Salmonella Dublin) que és la segona causa d’infeccions en 

vacum després de S. Typhimurium (EFSA, 2015). El que és característic 

d’aquesta serotip és la seva alta capacitat invasiva i el fet que en humans, causa 

una clínica més severa i fins i tot bacterièmia (EFSA, 2009; Kisiela et al., 2012; 

Hurley et al., 2014; Pan et al., 2015).  

En el cas dels animals de granja, les infeccions subclíniques són molt comunes. 

Així, en porcs, poques vegades apareix febre o diarrea (Althouse et al., 2003). 

En pollastres és freqüent que la infecció passi completament desapercebuda 

sense cap signe (EFSA, 2011), fet que en facilita la dispersió i en dificulta la 

detecció, essent el tracte gastrointestinal d’aquests animals el principal 

reservori del bacteri.  

4.2. Patogenicitat  

Després de ser ingerida i de passar per l’estómac, la salmonel·la és capaç 

d’envair i replicar-se majoritàriament en les cèl·lules M de l’intestí (Murray et 

al., 2006), però també en les altres cèl·lules epitelials, DC i macròfags. L’adhesió 

a totes aquestes cèl·lules està mediada per diferents fímbries presents a la 

superfície del bacteri: type 1 fimbriae (fímbria de tipus 1), Long polar fimbriae 

(Lpf), thin aggregative o curli fimbriae i Plasmid-encoded fimbriae (Pef) (Foley i 

Lynne, 2008; Kato i Ishiwa, 2015). D’aquestes fímbries, la més ben 

caracteritzada és la fímbria de tipus 1 que s’uneix a les glicoproteïnes de les 

cèl·lules epitelials (Atlhouse et al., 2003; Shah et al., 2012).  

Després de la interacció amb la membrana de les cèl·lules epitelials, la 

salmonel·la expressa el sistema de secreció de tipus III (T3SS), conjunt de 

proteïnes que li faciliten la invasió (Wallis i Galyov, 2000; Sansonetti, 2002). Els 
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gens que codifiquen per a T3SS constitueixen fins a 12 regions anomenades SPI 

(Salmonella pathogenicity island). En els serotips que pertanyen a S. enterica, 

els SPI més comuns i que s’han descrit fins al moment són SPI-1, 2, 3, 4, i 5 

(Sansonetti, 2002; Hurley et al., 2014). L’expressió d’SPI-1 SPI-2 per part de S. 

Enteritidis és fonamental, ja que determina que la colonització de l’hoste sigui 

sistèmica (Rychlik et al., 2009; Wisner et al., 2010; Troxel et al., 2015). En canvi 

S. Dublin només necessita la presència d’SPI-1 per colonitzar-lo (Hurley et al., 

2014). SPI-1 està involucrat en la invasió de cèl·lules no fagocítiques i SPI-2 en 

la supervivència dins de la cèl·lula hoste (Rychlik et al., 2009; Wisner et al., 

2010; Troxel et al., 2015). Per la majoria de serotips de Salmonella, la virulència 

està determinada per l’expressió de SPI-2. En els pollastres, la manca de signes 

de la malaltia pot ser degut a què l’expressió de SPI-1 de S. Enteritidis i S. 

Typhimurium depèn de la temperatura; la seva expressió és menor a 

temperatures superiors a 41°C, com és el cas de la temperatura corporal de les 

aus. Així, en aquests animals la presència de salmonel·la queda limitada al cec 

(Troxell et al., 2015). SPI-3, -4 i -5 també influeixen en la virulència del serotip 

(Rychlik et al., 2009). Per exemple, SPI-4 està descrit que té un paper important 

en la supervivència de S. Enteritidis dins dels macròfags i en l’albúmina dels ous 

(Shah et al., 2012) i SPI-5 contribueix a la inflamació intestinal que 

desenvolupen els pollastres infectats (Shah et al., 2012).  

El sistema de secreció SPI-1 forma una estructura similar a una agulla que 

injecta les proteïnes efectores [Salmonella inner protein (Sip) i Salmonella outer 

protein (Sop)] a l’interior de la cèl·lula (Sansonetti, 2002; Verma i Srikanth, 

2015). Aquestes proteïnes efectores, resumides en la Taula 3, interaccionen 

amb l’actina del citoesquelet activant Cdc42 i Rho GTPases (Figura 18). Aquesta 

interacció dona lloc a la reorganització del citoesquelet provocant la formació 

de lamel·lipodis i fil·lipodis que rodegen i engoleixen la salmonel·la i formen 

vacúols (Salmonella containing vacuoles, SCV).  

A l’interior dels SCV s’expressa el sistema de secreció SPI-2 que codifica 

l’expressió de tot un seguit de proteïnes efectores resumides a la Taula 4 on es 

pot observar la importància d’aquestes per a l’extensió de la infecció ja que 

participen en la formació d’extensions tubulars, anomenades Salmonella-

induced filaments (Sif), que afavoreixen l’engrandiment dels SCV per permetre 

la replicació del bacteri (Wallis i Galyov, 2000; Foley i Lynne, 2008; Reis i Horn, 
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2010) (Figura 19). Aquests SCV inhibeixen la fusió amb el fagosoma i permeten 

l’extensió de la infecció a les cèl·lules epitelials veïnes (Wallis i Galyov, 2000; 

Foley i Lynne, 2008; Reis i Horn, 2010; Storek i Monack, 2015; Verma i Srikanth, 

2015). A més a més, els SCV migren cap a la membrana basolateral de la cèl·lula 

i, un cop a l’espai subepitelial, la salmonel·la interactua amb els macròfags de la 

làmina pròpia.  

L’expressió d’SPI-1 i SPI-2 indueix la mort de les cèl·lules envaïdes per activació 

de la caspasa-1 que a la vegada indueix la secreció d’IL-1β i IL-18, 

desencadenant la resposta inflamatòria característica de la salmonel·losi (Reis i 

Horn, 2010; Broz et al., 2012; Storek i Monack, 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 18. Esquema de la internalització de la salmonel·la a l’epiteli 

intestinal. A l’esquema també hi són presents les cascades de reaccions que 

inicien les proteïnes efectores d’SPI-1 i SPI-2 en ser inserides en les cèl·lules 

epitelials. Adaptat de Haraga et al. (2007). AP-1, Proteïna activadora 1; GTP, 

Trifosfat de guanosina; IL, Interleucina; MAPK, Proteïnes cinasa activades 

per mitògens; NF-κβ, Factor nuclear- κβ. 
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Figura 19. Esquema de la 

formació dels SCV. 

Internalització de la salmonel·la, 

formació dels SCV i canvis en el 

citoesquelet de les cèl·lules 

epitelials. Adaptat de Haraga et 

al. (2007). SCV, Salmonella 

containing vacuoles; Sif, 

Salmonella-induced filaments. 

 

Taula 3. Resum de les funcions de les proteïnes efectores d’SPI-1. Adaptat de 

Foley i Lynne (2008) i Haraga et al. (2008). 

Proteïnes efectores Efectes en la cèl·lula hoste 

AvrA Inhibició d’NF-κβ (factor nuclear-κβ) i de la secreció d’IL-8 

SipA Reorganització del citoesquelet  

SipB Translocació d’altres efectors/Activació caspasa-1 

SipC Translocació d’altres efectors/Reorganització del 

citoesquelet/En els macròfags confereix protecció davant de 

les ROS i RNS 

SopA Reclutament de cèl·lules immunitàries/Secreció de fluids 

SopB (o SigD) Reorganització del citoesquelet/Activació de Cdc42 i 

RhoGTPases/Secreció de fluids 

SopC Secreció de fluids 

SopD Secreció de fluids 

SopE Reorganització del citoesquelet i formació de lamel·lipodis i 

fil·lipodis/Activació de Cdc42 i RhoGTPases 

SopE2 Reorganització del citoesquelet i formació de lamel·lipodis i 

fil·lipodis/Activació de Cdc42 i RhoGTPases 

SptP Regulació de l’activació de les proteïnes efectores. Inhibició 

de Cdc42 i RhoGTPases 

SSpH1 Inhibició d’NF-κβ i de la secreció d’IL-8 
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Taula 4. Resum de les funcions de les proteïnes efectores d’SPI-2. Adaptat de 

Foley i Lynne (2008) i Haraga el al. (2008). 

Proteïnes efectores Efectes a la cèl·lula hoste 

PipB Marcatge de Sif 

SifA Formació de Sif i manteniment de la integritat dels SCV 

SifB Marcatge de Sif 

SopD2 Marcatge de Sif 

SpiC Alteració del transport vesicular 

SpvB Regulació de la formació de Sif 

SseF Cooperació amb la formació de Sif 

SseG Cooperació amb la formació de Sif 

SseI Reorganització del citoesquelet 

SseJ Dinamització de SCV 

SSpH1 Inhibició d’NF-κβ i de la secreció d’IL-8 

SspH2 Reorganització del citoesquelet 

 

A més de la interacció de les fímbries amb la cèl·lula hoste, aquesta també 

reconeix altes components del bacteri (Broz et al., 2012). L’LPS de la 

salmonel·la, component de la membrana de bacteris gramnegatius, és un 

PAMP que és reconegut pel receptor TLR4 que, un cop activat, inicia la resposta 

immunitària. La salmonel·la també té un flagel que és reconegut per TLR5, 

majoritàriament present a la membrana basolateral de les cèl·lules epitelials, i 

que interacciona amb el flagel quan el patogen invasor arriba a la làmina pròpia 

(Broz et al., 2012).  

4.3. Prevenció  

L’administració d’antibiòtics a dosis subterapèutiques va ser una estratègia 

extensament utilitzada a partir dels anys 50 en la producció animal per a la 

prevenció d’infeccions i com a promotors del creixement (AGP), amb l’objectiu 

de reduir els costos de producció (Huyghebaert et al., 2011; Sethiya, 2016).  

Tanmateix, la creixent aparició de bacteris resistents als antibiòtics va 

comportar que l’any 2006, la UE prohibís l’ús dels AGP en la nutrició animal 

(Reglament CE n. 1831/2003 del Parlament Europeu i del Consell). Actualment, 

la industria avícola destina molts esforços a la recerca d’estratègies nutricionals 

alternatives als AGP per a la seva inclusió en els programes de control de 
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salmonel·la. Algunes de les estratègies nutricionals aplicades a la UE es 

descriuen a continuació:  

 Evitar la privació de pinso. La restricció de pinso i llum durant uns dies s’ha 

utilitzat tradicionalment com a accelerador del creixement de l’animal ja 

que se’l força a canviar el plomatge però a la vegada incrementa la 

incidència de salmonel·la (Berge i Wierup, 2011).  

 Modificar les propietats físiques del pinso. La colonització per salmonel·la 

està influenciada per la mida i tipus de les partícules que formen el pinso. 

Està descrit que la utilització de gra gruixut i/o de gra d’alt contingut en 

fibra dificulta la colonització del cec de pollastres i millora la salut 

intestinal dels pollastres d’engreix (Santos et al., 2008).  

 Substituir la microbiota de pollastres joves per la de pollastres adults (Vilà 

et al., 2009).  

 Suplementar la dieta amb: 

- Àcids orgànics de cadena curta (SCFA) i de cadena mitjana (MCFA). 

Aquests àcids tenen capacitat per inhibir el creixement de la salmonel·la 

(Van Immerseel et al., 2006) i són beneficiosos per al creixement de 

l’animal (Huyghebaert et al., 2011). 

- Probiòtics. L’organització mundial de la salut (OMS) els defineix com a 

suplement dietètic de microorganismes vius no patogènics que en la 

quantitat adequada són beneficiosos per a l’hoste (Veure apartat 4.3.1) 

- Prèbiòtics. Definits com compostos no digeribles que són metabolitzats 

per la microbiota intestinal, modulant-ne la composició i activitat, i així 

conferint beneficis fisiològics per l’hoste (Bindels et al, 2015) (Veure 

apartat 4.3.2). 

- Simbiòtics. Combinació de probiòtics i prebiòtics en la que els prebiòtics 

afavoreixen selectivament els probiòtics.  

- Glicans. Carbohidrats que contenen mannosa, glucosa, galactosa o 

fructosa, per als que s’ha demostrat capacitat antiinfectiva en competir 

amb els patògens pel lloc d’unió a les cèl·lules epitelials. Generalment es 

classifiquen segons la proporció de carbohidrats i reben el nom del 

carbohidrat majoritari: mannan oligosacàrid (MOS) (Veure apartat 4.3.3), 

galacto oligosacàrid (GOS), fructo oligosacàrid (FOS), etc (Bahar et al., 

2012; Ebersbach et al., 2012; Vendrig et al., 2013; Johnson-Henry et al., 

2014; Ortega-González et al., 2014; Pourabedin i Zhao, 2015; 
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Wickramasinghe et al., 2015). Alguns d’aquests glicans han estat 

aprovats com a prebiòtics per l’EFSA ja que compleixen els requisits 

establerts per ser considerats com a tals.  

- Olis essencials. En experiments in vitro, diversos olis essencials han 

demostrat tenir efectes bacteriostàtics i bactericides (Burt 2004; 

Huyghebaert et al., 2011). 

4.3.1. Probiòtics 

A la UE, els probiòtics aprovats per l’EFSA són els productes que exerceixen una 

millora en el creixement i en la salut intestinal de l’animal. En la indústria 

avícola, l’ús de probiòtics és més freqüent que en altres animals de granja ja 

que els pollets són un exemple d’animals que no presenten transferència de 

microbiota en ser separats després de l’eclosió dels animals adults. A més a 

més, el desajustament de la microbiota intestinal o disbiosi, degut a situacions 

d’estrès com la ventilació inadequada de les instal·lacions, la superpoblació, la 

falta d’aigua o d’aliments, el transport i les vacunacions, constitueixen la 

principal causa d’increment de susceptibilitat a infeccions bacterianes tant en 

pollastres adults com en joves (Dec et al., 2014).  

Els probòtics més utilitzats en avicultura són Lactobacillus, Bifidobacterium i els 

llevats, majoritàriament de l’espècie Saccharomyces cerevisiae (Lutful Kabir, 

2009). Els mecanismes d’acció d’aquests suplements inclouen (Vinderola et al., 

2005; Dunkley et al., 2009; Howarth, 2010; Lebeer et al., 2010; Thomas i 

Versalovic, 2010; Berge i Wierup, 2011; Dongarrà et al., 2013; Wu et al., 2016):  

 Manteniment de la microbiota intestinal i exclusió o inhibició de patògens. 

 Alteració del metabolisme en incrementar els enzims digestius i reduir els 

enzims bacterians i la producció d’amoníac a l’intestí. 

 Millora de l’absorció dels nutrients. 

 Millora de la funció epitelial de barrera (augment de la producció de moc i 

de pèptids microbians, regulant la unió estreta i/o prevenint l’apoptosis). 

 Modulació de la resposta immunitària de l’hoste. 
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4.3.1.1. Lactobacillus  

El gènere Lactobacillus pertany al fílum de les Firmicutes i forma part de la 

microbiota intestinal (Jensen et al., 2012; Dec et al., 2014). Són bacteris 

grampositius, productors d’àcid làctic com a resultat de la fermentació dels 

carbohidrats, negatius en activitat catalasa i no formen espores. 

Són àmpliament utilitzats com a probiòtics ja que està demostrada la seva 

capacita per a millorar la salut intestinal dels hostes (Dec et al., 2014). A més a 

més, en avicultura s’ha observat que la seva utilització com a suplement 

dietètic produeix efectes similars a l’ús d’AGP ja que augmenten el pes dels 

animals, milloren l’eficiència del pinso i confereixen resistència a patògens com 

Campylobacter¸ Salmonella, Clostridium i E. coli (Dec et al., 2014; Nishiyama et 

al., 2014; Nishiyama et al., 2015; Feng et al., 2016; Saint-Cyr et al., 2016). 

Nishiyama et al. (2014, 2015), han demostrat que l’administració de 

Lactobacillus gasseri SBT2055 als pollastres produeix una inhibició de l’adhesió 

i la invasió de Campylobacter jejuni. Saint-Cyr et al. (2016) també han 

demostrat que Lactobacillus salivarius SMXD51 disminueix la colonització per 

Campylobacter jejuni, fet que atribueixen a la modulació de l’expressió de 

citocines i a la producció de bacteriocines. Feng et al. (2016) han demostrat que 

Lactobacillus plantarum PZ01 i diferents soques de Lactobacillus salivarius 

inhibeixen l’adhesió i invasió de Salmonella en cultius de cèl·lules Caco-2 i en 

pollastres, disminueixen la colonització de l’intestí, fetge i melsa, així com la 

producció de diferents citocines proinflamatòries i incrementen la producció de 

IL-10. 

Dins del gènere Lactobacillus, L. plantarum és una de les espècies més versàtils, 

ja que inclou soques amb activitat probiòtica demostrada (Kawashima et al., 

2011; Vastano et al., 2016) i amb aplicacions tecnològiques importants (Arena 

et al., 2016). Aquestes soques produeixen agents antimicrobians com poden 

ser àcids orgànics, peròxid d’hidrogen, bactericines i pèptids antimicrobians 

(Dec et al., 2014; Arena et al., 2016). L. plantarum conté diferents patrons 

moleculars que poden ser reconeguts per les cèl·lules de l’hoste mitjançant 

diferents PRR (Lebeer et al., 2010; Hevia et al., 2015) i s’ha descrit que milloren 

la funció epitelial de barrera (Chen et al., 2010; Jensen et al., 2012; Kim et al., 

2012; Yeung et al., 2013) tot reduint la permeabilitat paracel·lular a través de la 
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modulació de les proteïnes de la unió estreta (Ko et al., 2007; Chen et al., 2010; 

Liu et al., 2011). 

4.3.2. Prebiòtics 

Com a prebiòtics principalment s’utilitzen carbohidrats no digeribles que es 

classifiquen en funció del seu pes molecular (Mussatto i Mancilha, 2007). A dia 

d’avui, els únics productes aprovats per l’EFSA per a ser utilitzats com a 

prebiòtics són: la inulina, alguns FOS i GOS. Els criteris per a considerar que un 

producte és un prebiòtics són (Roberfroid, 2007; Hajati i Rezaei, 2010; Kadlec i 

Jakubec, 2014; De Santis et al., 2015; Pourabedin i Zhao, 2015; Krumbeck et al., 

2016): 

 No han de ser hidrolitzats ni absorbits en el tracte gastrointestinal 

superior. 

 Han de ser substrat selectiu per a la microbiota al cec o al còlon, 

augmentant el seu creixement o la seva activitat metabòlica. 

 Han de ser capaços de canviar la composició de la microbiota a favor 

d’una més saludable.  

 Han d’induir efectes sistèmics beneficiosos per la salut de l’hoste.  

 Han de tenir una estructura coneguda per poder ser documentada. 

 Han de ser desitjables com a ingredient i el processament a gran escala ha 

de ser fàcil. 

4.3.3. MOS 

Els MOS estan presents a la natura formant part de les glicoproteïnes de les 

parets cel·lulars dels llevats (α-MOS) i de l’hemicel·lulosa de les plantes (β-

MOS) (Moreira i Filho, 2008). Segons la procedència, difereixen en l’estructura i 

tenen propietats i aplicacions diferents.  

Tant els α-MOS com els β-MOS han guanyat interès en l’última dècada com a 

potencials promotors de salut, realitzant aquests efectes per mitjà de diferents 

mecanismes d’acció (Yamabhai et al., 2016):  

 el potencial efecte prebiòtic, ja que són oligosacàrids no digeribles.  

 la capacitat per competir amb els patògens per un mateix lloc d’unió 

(Spring et al., 2000; Iji et al., 2001; Burkey et al., 2004; Solis de los Santos 

et al., 2007). Els MOS tenen l’habilitat d’unir-se a lectines específiques per 
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mannosa de patògens gramnegatius que expressen les fímbries de tipus 1 

(Duguid et al., 1966; Bäumler et al., 1997).  

 la capacitat per estimular directament o indirecta el sistema immunitari 

(Ferket et al., 2002; Agunos et al., 2007; Gaggìa et al., 2010; Badia et al., 

2012b; Kovacs-Nolan et al., 2013).  

A més a més, en avicultura està demostrada la seva capacitat per a millorar la 

salut intestinal: 

 incrementen la producció de moc (Baurhoo et al., 2007; Chichlowski et al., 

2007; Leforestier et al., 2009: Chee et al., 2010).  

 augmenten la superfície epitelial per a l’absorció de nutrients en 

incrementar la llargària de les vellositats (Solis de los Santos et al., 2005; 

Baurhoo et al., 2007; Chichlowski et al., 2007; Morales-López et al., 2009). 

Tot i comportar el mateix benefici de salut intestinal que els prebiòtics, en tenir 

diferents mecanismes d’acció, els MOS no se’ls considera com a tal, però es 

comença a estendre la utilització d’una nova nomenclatura com a substàncies 

similars a prebiòtics (Roto et al., 2015).  

4.3.3.1. α-MOS  

Els α-MOS formen part de les parets cel·lulars dels llevats en forma de 

mannanproteïnes (Yamabhai et al., 2016). A les parets cel·lulars dels llevats 

també s’hi troben altres polisacàrids com els β-glucans i la quitina. Així, s’ha 

descrit la seva capacitat per prevenir l’adherència de patògens a l’epiteli 

intestinal i activar la fagocitosi, a més d’estimular la producció de citocines per 

part dels macròfags (Kogan i Kocher, 2007; Possemiers et al., 2013; Roto et al., 

2015). Un dels α-MOS més utilitzat en la industria avícola són les parets 

cel·lulars de Saccharomyces cerevisiae, que contenen un 45% de residus de D-

mannosa (Burkey et al., 2004; Morales-López et al., 2009). 

4.3.3.2. β-MOS  

Els β-MOS són polisacàrids que en la cadena principal presenten D-mannosa i/o 

D-glucosa, units per enllaços β-1,4, que poden ser substituïts per cadenes 

laterals de D-galactosa enllaçats amb enllaços α-1,6. Es classifiquen en 4 

subfamílies: mannans lineals, glucomannans, galactomannans i 

galactoglucomannans (Moreira i Filho, 2008).  
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 Els mannans lineals estan formats per cadenes de D-mannosa unides per 

enllaços β-1,4 i contenen menys d’un 5% de galactosa (Figura 20). Són els 

components estructurals principals de les llavors de moltes plantes 

(Moreira i Filho, 2008).  

 

 

 

Figura 20. Estructura dels mannans lineals. Adaptat de 

Yamabhai et al. (2016). Man, D-mannosa. 

 Els glucomannans són polisacàrids de cadenes de D-mannosa i D-glucosa 

unides per enllaços β-1,4 (Figura 21). La proporció de mannosa:glucosa és 

de 3:1 (Moreira i Filho, 2008). Estan presents en gran quantitat en 

l’hemicel·lulosa de coníferes. Els glucomannans retarden el buidament 

gàstric i alenteixen el trànsit gastrointestinal i per això s’utilitzen per 

controlar el pes ja que produeixen sensació de sacietat (Moreira i Filho, 

2008; Sood et al., 2008; Yamabhai et al., 2016; Zalewski et al., 2015).  

 

 

Figura 21. Estructura dels glucomannans. Adaptat de 

Yamabhai et al. (2016). Glc, D-glucosa; Man, D-mannosa. 

 Els galactomannans, són mannans lineals que contenen de D-galactosa 

unida a la cadena principal per enllaços α-1,6, en que la proporció final de 

galactosa és superior al 5% (Figura 22). Es troben majoritàriament a 

l’endosperma de les llavors de la família de les lleguminoses. Per les seves 

propietats reològiques, han estat àmpliament utilitzats en aplicacions 

industrials i alimentàries (Moreira i Filho, 2008).  
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Figura 22. Estructura dels galactomannans. Adaptat de Yamabhai 

et al. (2016). Man, D-mannosa. 

 Els galactoglucomannans són glucomannans que contenen de D-galactosa 

unida a la cadena principal per enllaços α-1,6 (Figura 23). La proporció de 

mannosa, glucosa i galactosa és de 3:1:1. Es troben majoritàriament a 

l’hemicel·lulosa de les gimnospermes (Moreira i Filho, 2008). 

 

Figura 23. Estructura dels galactoglucomannans. Adaptat de 

Yamabhai et al. (2016). Glc, D-glucosa; Man, D-mannosa. 
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5. Capítol de llibre 1 

 

Epithelial barrier funcion in inflammatory bowel disease 

 

Raquel Martín-Venegas, M. José Rodríguez-Lagunas,  Ana M. Guerrero-Zamora, M. 

Teresa Brufau, Ruth Ferrer 

 

Gastrointestinal Disorders. (2012). Editors: Battik M i Grimaldi N. Nova York:Nova 

Science Publishers, 201-211. 

 

 

Aquest capítol de llibre és una revisió sobre l’estructura i la permeabilitat 

selectiva de la unió estreta en codicions de salut i a la malaltia inflamatòria 

intestinal. 
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6. Capítol de llibre 2 

 

Loss of intestinal epithelial barrier function in Salmonella Enteritidis infection 

 

Raquel Martín-Venegas, Teresa Brufau, Ruth Ferrer 

 

 

Recent advances in pharmaceutical sciences IV. (2014). Editors: Muñoz-Torres D, 

Vázquez-Carrera M i Estelrich J. Kerala: Transwordl Recearch Network, 73-83. 

 

 

 

En aquest capítol de llibre es revisa la disrupció de la funció epitelial de barrera 

causada per la presència de S. Enteritidis. 
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A partir dels anys 50, la inclusió d’AGP en els pinsos per animals de granja va 

ser una estratègia extensament utilitzada per a la prevenció d’infeccions i per 

promoure el creixement de l’animal. La inclusió d’aquests additius al pinso va 

reduir els costos de producció, però la creixent aparició de bacteris resistents a 

antibiòtics va comportar que l’any 2006 la UE prohibís l’ús dels AGP en la 

nutrició animal. Aquest fet va potenciar la cerca d’alternatives nutricionals de 

productes capaços d’induir efectes sistèmics beneficiosos per la salut de 

l’animal i així suplir els efectes que s’obtenien amb els AGP (Hajati and Rezaei, 

2010; Lebeer et al., 2010; Dongarrà et al., 2013; Wu et al., 2016). En aquest 

sentit, els MOS, FOS i GOS han guanyat interès en la darrera dècada com a 

potencials promotors de salut i com a alternatives als AGP. 

El Salmosan® (S-βGM) és un β-MOS ric en β-galactomannans (βGM) obtingut a 

partir de la llavor del garrofer (Ceratonia silliqua) i de la goma guar de 

Cyamopsis tetragonoloba. Aquest producte ha estat desenvolupat per l’Institut 

de Recerca i Tecnologia Agroalimentàries (IRTA, Generalitat de Catalunya) i 

regulat en base a la patent WO2009/144070 A2 (veure annex). Actualment, el 

produeix i comercialitza l’empresa Industrial Técnica Pecuaria S.A. (ITPSA, 

Barcelona, Espanya). La composició del  S-βGM consta d’un 77,7% de 

polisacàrids no digeribles dels quals un 98% són βGM amb una proporció 

galactosa:mannosa de 1:4. En el procés industrial de producció, s’addiciona β-

mannanasa que hidrolitza els βGM amb l’objectiu de reduir la viscositat del 

contingut intestinal (Vilà et al., 2012). La β-mannanasa allibera oligosacàrids, 

principalment mannobiosa i mannotriosa (Malgas et al., 2015). En aquest 

sentit, s’ha observat que són els oligosacàrids i no la D-mannosa lliure els 

responsables dels efectes del S-βGM (Badia et al., 2013).  

En un estudi previ (veure Article previ), es va determinar que el S-βGM redueix 

l’adhesió de S. Typhimurium a les cèl·lules epitelials d’ili de porc (IPI-2I) i 

modula l’expressió de citocines i quimiocines en IPI-2I i DC, tant en absència 

com en presència del bacteri. Tenint en compte aquest estudi i les propietats 

descrites prèviament per als MOS, la hipòtesi plantejada en aquesta tesi és 

doncs, si el S-βGM pot exercir efectes beneficiosos sobre la funció intestinal de 

barrera compromesa per la infecció per Salmonella de tal forma que pugui ser 

considerat una bona alternativa als AGP.  
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Així, l’objectiu general d’aquesta tesi ha estat determinar l’efecte del S-βGM 

sobre la funció intestinal de barrera en les infeccions per Salmonella.   

D’aquest objectiu general, se’n deriven els següents objectius específics:  

1. Determinar l'efecte de diversos MOS rics en βGM (S-βGM, Goma 

Duraió, Goma Cassia i parets cel·lulars de Saccharomyces cerevisiae) 

sobre la morfologia intestinal de pollastres d’engreix infectats amb S. 

Enteritidis. Aquest estudi s’ha realitzat a l’ili, ja que és el segment de 

l’intestí prim amb la major capacitat per a l’absorció de nutrients (Ferrer 

et al., 1994), i a la tonsil·la cecal, que és l’òrgan limfoide del tracte 

gastrointestinal del pollastre on s’ha descrit que S. Enteritidis inicia la 

invasió de la resta de teixits de l’organisme (Chappell et al., 2009). 

2. Investigar el paper del S-βGM en la prevenció de la disrupció de la 

funció epitelial de barrera induïda per la colonització de cultius de 

cèl·lules intestinals Caco-2 per diferents serotips de Salmonella (S. 

Enteritidis, S. Dublin i S. Typhimurium). Les cèl·lules Caco-2, procedents 

d’un adenocarcinoma humà, en ser cultivades en les condicions adients, 

formen un epiteli polaritzat amb moltes de les característiques 

estructurals i funcionals dels enteròcits de l’intestí prim (Hidalgo et al., 

1989). Aquest model experimental in vitro és àmpliament utilitzat avui 

en dia, tant per a la caracterització de la funció epitelial de barrera com 

per a l’estudi de la seva regulació per components de la dieta (Walker et 

al., 1998). Així doncs, tenint en compte les dificultats que comporta 

l’estudi de la funció intestinal de barrera en animals, la utilització 

d’aquests cultius constitueix una bona alternativa.  

3. Avaluar la capacitat del S-βGM per a protegir la funció epitelial de 

barrera, independentment de la seva capacitat per aglutinar S. 

Enteritidis, en dos models in vitro d’inflamació intestinal: co-cultius de 

cèl·lules Caco-2 i macròfags estimulats amb LPS de S. Enteritidis i cultius 

de cèl·lules Caco-2 estimulades amb TNFα. En aquests dos models s’ha 

volgut determinar si el S-βGM, en interaccionar amb l’epiteli intestinal, 

podia exercir altres efectes sobre la funció epitelial de barrera a banda 

de la seva capacitat per reduir la invasió de l’epiteli per S. Enteritidis.   
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4. Investigar el paper de la combinació de S-βGM amb el probiòtic L. 

plantarum en la prevenció de la disrupció de la funció epitelial de 

barrera en els dos models d’inflamació descrits a l’objectiu anterior. A 

més dels possibles efectes beneficiosos que pot exercir la combinació 

sobre la funció epitelial de barrera, també s’ha volgut investigar si el S-

βGM promou el creixement d’aquesta soca probiòtica i per tant, podria 

ser un bon candidat per a constituir un simbiòtic.   
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Article previ  

 

β-galactomannan and Saccharomyces cerevisiae var. boulardii modulate immune 

response against Salmonella enterica ser. Typhimurium in porcine intestinal 

epithelial and dendritic cell 

Roger Badia, M. Teresa Brufau, Ana M. Guerrero-Zamora, Rosil Lizardo, Irina 

Dobrescu, Raquel Martin-Venegas, Ruth Ferrer, Henri Salmon, Paz Martínez and 

Joaquim Brufau 

Clinical and Vaccine Immunology (2012) 19: 368–376 

doi: 10.1128/CVI.05532-11 

 

Índex d’impacte 2012 (Journal Citation Report): 2,598 

Categoria: Microbiology (53/116, 2r quartil) 

 

En aquest article es varen estudiar els efectes del S-βGM, en comparació amb 

el probiòtic Saccharomyces cerevisiae var. boulardii, sobre la invasió i la 

producció de citocines i quimiocines en cèl·lules epitelials d’ili de porc (IPI-2I) i 

DC inoculades amb S. Typhimurium. En aquest treball, la participació de M. 

Teresa Brufau va consistir en l'estudi de la interacció del S-βGM o del probiòtic 

amb S. Typhimurium per microscòpia electrònica de rastreig.  
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Article 1 

 

Dietary β-galactomannans have beneficial effects on the intestinal morphology of 

chickens challenged with Salmonella enterica serovar Enteritidis 

 

M. Teresa Brufau, Raquel Martín-Venegas, Ana M. Guerrero-Zamora, Anna M. Pérez-

Vendrell, Borja Vilà, Joaquim Brufau, Ruth Ferrer 

 

Journal of Animal Science (2015) 93:238-246 

doi: 10.2527/jas2014-7219 

 

 

Índex d’impacte 2015 (Journal Citation Report): 2,014 

Categoria: Agriculture, Dairy & Animal Science (5/58, 1r quartil) 

 

Els resultats d’aquest article han estat presentats als següents congressos: 

- Efecto del Salmosan® en el epitelio intestinal de pollos infectados con 

Salmonella Enteriditis. III Workshop Probióticos, Prebióticos y salud. 

Evidencia científica, Castelldefels (Espanya), desembre de 2011. 

Comunicació oral.  

- Effect of Salmosan®, Duraió gum and Cassia gum on the presence of M 

cells in the intestinal epithelium of chickens infected with Salmonella 

Enteritidis. IV Workshop Probióticos, Prebióticos y salud. Evidencia 

científica, Madrid (Espanya), gener de 2013. Pòster.  

Publicat a Nutrición Hospitalaria 2013;28(supp l):23.  
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Resum 

Objectiu. L'objectiu d'aquest treball era investigar l’efecte de diversos 

productes rics en βGM sobre la morfologia intestinal de pollastres inoculats 

amb S. Enteritidis. 

Material i mètodes. Per avaluar aquest efecte, un total de 280 pollastres 

mascles d’engreix (Ross 308) es van distribuir en 7 tractaments (40 animals per 

tractament distribuïts en 5 gàbies). Els tractaments eren: control negatiu (NC), 

animals no inoculats alimentats amb la dieta basal; control positiu (PC), animals 

inoculats alimentats amb la dieta basal; S-βGM (SA), animals inoculats 

alimentats amb la dieta basal suplementada amb S-βGM (1 g/kg); Goma Duraió 

(DU), animals inoculats alimentats amb la dieta basal suplementada amb goma 

Duraió (1 g/kg); Goma Cassia (CA), animals inoculats alimentats amb la dieta 

basal suplementada amb goma Cassia (1 g/kg); parets cel·lulars de 

Saccharomyces cerevisiae (SC), animals inoculats alimentats amb la dieta basal 

suplementada amb parets cel·lulars de Saccharomyces cerevisiae (1 g/kg) i 

Colistina (CO), animals inoculats alimentats amb la dieta basal suplementada 

amb l’antibiòtic colistina. Les aus es van alimentar amb aquestes dietes del dia 

1 al 23 amb excepció dels animals del tractament CO, que només van rebre 

l’antibiòtic del dia 5 a l’11. La inoculació amb S. Enteritidis es va dur a terme el 

dia 7 per administració oral de 108 unitats formadores de colònies (CFU). 

L’observació de l’ili i de la tonsil·la cecal a diferents magnituds (microscòpia 

òptica, electrònica de rastreig, electrònica de transmissió i confocal) es va 

realitzar en 5 animals de cada tractament (1 animal per gàbia). El seguiment del 

pes corporal es va determinar en la totalitat dels animals.  

Resultats. En les imatges dels animals que van seguir una dieta suplementada 

amb βGM (tractaments SA, DU, CA i SC) s’observa la presència de més moc, 

efecte que es pot associar amb l’observació de més cèl·lules caliciformes. A 

més a més, les imatges també revelen una reducció en la presència de cèl·lules 

M, característica dels animals infectats amb S. Enteritidis (tractament PC). Pel 

que fa referència als paràmetres morfomètrics, les dades revelen que en els 

animals dels tractament DU i CA, les vellositats són significativament més 

llargues que les dels animals del grup PC. En canvi, els resultats no posen de 

manifest cap efecte sobre la llargària i el diàmetre dels microvil·lis, com tampoc 



Resultats – Article 1 

96 

 

no es varen observar diferències estadísticament significatives en el pes 

corporal dels animals. L’observació de la localització de la proteïna ZO-1 de la 

unió estreta suggereix la capacitat de tots els productes testats per reduir la 

presència de fluorescència al citosol observada en els animals PC. 

Conclusions. Els resultats obtinguts posen de manifest efectes beneficiosos 

dels productes rics en βGM sobre la morfologia intestinal: un increment de la 

producció de moc, que constitueix una superfície d’adhesió i una barrera física 

per a l'accés dels bacteris a l'epiteli, i un increment de la superfície epitelial per 

a l’absorció de nutrients.  
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Article 2 

 

Salmosan®, a β-galactomannan-rich product, protects epithelial barrier function in 

Caco-2 cells infected by Salmonella enterica serovar Enteritidis* 

 

M. Teresa Brufau, Joan Campo-Sabariz, Ricard Bou, Sergi Carné, Joaquim Brufau, 

Borja Vilà, Ana M. Marqués, Francesc Guardiola, Ruth Ferrer, Raquel Martín-Venegas 

 

Journal of Nutrition (2016) 146:1492-1498 

doi: 10.3945/jn.116.232546 

 

 

Índex d’impacte 2015 (Journal Citation Report): 3,740 

Categoria: Nutrition & Dietetics (17/78, 1r quartil) 

 

 

*Aquest article ha estat seleccionat per l’editor de la revista com a article 

recomanat del volum 146. 

Els resultats d’aquest article han estat presentats als següents congressos: 

- -Galactomannans protect epithelial barrier function disruption induced 

by Salmonella Enteritidis in human intestinal Caco-2 cells. 6th 

International Immunonutrition Workshop, Palma de Mallorca (Espanya), 

octubre de 2012. Pòster. 

- Salmosan® protects intestinal epithelial barrier function disrupted by 

Salmonella Enteritidis. 19th European Symposium on Poultry Nutrition, 

Potsdam (Alemanya), agost de 2013. Pòster. 

Publicat a Proceedings de l’European Symposium on Poultry Nutrition. 

http://www.wpsa.com/index.php/wpsa-proceedings/2013/19th-

european-symposium-on-poultry-nutrition/1552-salmosan-protects-
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intestinal-epithelial-barrier-function-disrupted-by-salmonella-

enteritidis/file. (darrer accés, 19 d’octubre de 2016). 

- Salmosan® reduces oxidative stress induced by Salmonella Enteritidis in 

intestinal Caco-2 cell cultures. V Workshop Probióticos, Prebióticos y 

salud. Evidencia científica, València (Espanya), gener de 2014. Pòster.  

- Epithelial barrier function disrupted by Salmonella Dublin is protected by 

Salmosan®. VI Workshop Probióticos, Prebióticos y salud. Evidencia 

científica, Oviedo (Espanya), febrer de 2015. Pòster. 

Publicat a Nutrición Hospitalaria 2015;31(supp l):132. 

- Intestinal infection by Salmonella Enteritidis is prevented by Salmosan®. 

VI Workshop Probióticos, Prebióticos y salud. Evidencia científica, Oviedo 

(Espanya), febrer de 2015. Pòster.  

Publicat a Nutrición Hospitalaria 2015;31(supp l):132. 
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Resum 

Objectiu. L’objectiu d’aquest treball era investigar el paper protector del S-

βGM sobre la funció epitelial de barrera en un model in vitro de cèl·lules 

intestinals Caco-2 inoculades amb S. Enteritidis i S. Dublin.  

Material i Mètodes. El cultiu de cèl·lules Caco-2 diferenciades es van incubar 

durant 3 h amb S. Enteritidis o S. Dublin a una multiplicitat d'infecció (MOI) de 

10 i 3, respectivament. En aquests cultius, es va avaluar l’efecte del S-βGM (500 

µg/mL) sobre la permeabilitat paracel·lular, per determinació de la resistència 

elèctrica transepitelial (TER), els fluxos de D-mannitol i de dextrà (Fluorescein 

isothiocyanate–Dextran, FD4) i la localització de les proteïnes de la unió estreta i 

de l’actina del citoesquelet per microscòpia confocal. Aquests experiments 

també es van realitzar incubant els cultius amb S. Dublin. A més a més, es va 

avaluar l’efecte de la S. Enteritidis sobre la formació de ROS i els productes de 

peroxidació lipídica. Finalment, es va estudiar l’efecte del S-βGM sobre la 

invasió, adhesió i viabilitat de la S. Enteritidis. A més a més, l’adhesió de S. 

Entiritidis a les cèl·lules Caco-2 i la invasió del cultiu es varen visualitzar per 

microscòpia electrònica de rastreig i de transmissió, respectivament.  

Resultats. La inoculació del cultiu amb S. Enteritidis redueix significativament la 

TER (30%) i incrementa significativament els fluxos de D-mannitol i d’FD4 

(374% i 54%, respectivament). En aquestes condicions, l’addició de S-βGM 

reverteix aquest efecte, completament en el cas de la TER i del flux d’FD4 i 

parcialment en el cas del flux de D-mannitol. Aquest paper protector del S-βGM 

es va confirmar amb la localització de l’ocludina, de la ZO-1 i de l’actina del 

citoesquelet; en presència de S-βGM es recupera la fluorescència de la unió 

estreta i se’n redueix la citoplasmàtica. En el cas de S. Dublin, es va observar 

que el S-βGM també exerceix un paper protector molt similar al descrit per a S. 

Enteritidis sobre la permeabilitat paracel·lular. També es va observar la 

capacitat del S-βGM per a reduir la producció de ROS fins als valors dels cultius 

control, tot i que no s’afecta la formació de productes de peroxidació lipídica. A 

més a més, el S-βGM té capacitat per aglutinar el bacteri reduint així la invasió 

del cultiu per S. Enteritidis en un 32%.  

Conclusions. Els resultats obtinguts demostren que el S-βGM té un efecte 

protector sobre la funció epitelial de barrera malmesa per la inoculació de 
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cèl·lules Caco-2 amb S. Enteritidis i S. Dublin. En el cas de S. Enteritidis, aquest 

efecte es pot associar a una reducció de la invasió del cultiu i de la producció de 

ROS i a una modulació de la leak pathway. 
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Resultats no publicats 1: Efecte del Salmosan® sobre la 

permeabilitat paracel·lular en cultius de cèl·lules Caco-2 inoculades 

amb Salmonella Typhimurium 

 

1.1. Introducció  

Les infeccions per S. Typhimurium són la segona causa de salmonel·losi a la UE. 

Aquestes infeccions estan associades al consum de carn de porc i de boví 

contaminades (EFSA, 2011). L’objectiu d’aquest treball era estudiar el paper 

protector del S-βGM sobre la funció epitelial de barrera malmesa per la 

inoculació de cultius de cèl·lules Caco-2 amb S. Typhimurium tal i com s’ha 

descrit per a S. Enteritidis i S. Dublin a l’Article 2.  

1.2. Material i Mètodes 

Les cèl·lules intestinals Caco-2 diferenciades es van incubar durant 3 h amb S. 

Typhimurium a diferents MOI (3-50). En aquests cultius, es va avaluar l’efecte 

del S-βGM (10-1000 µg/mL) sobre la permeabilitat paracel·lular, mitjançant la 

determinació de la TER, els fluxos de D-mannitol i d’FD4. En paral·lel, es va 

determinar l’activitat lactat deshidrogenasa (LDH) del medi, com a indicador de 

la viabilitat cel·lular.  

1.3. Resultats  

En primer lloc, es va determinar quina MOI de les assajades produïa una 

disminució de la TER i un augment del flux de D-mannitol, sense afectar la 

viabilitat cel·lular. Els resultats revelen que una MOI de 3 modifica la 

permeabilitat paracel·lular i que un increment de la MOI, afecta negativament 

la viabilitat del cultiu (Figura 1). 
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Figura 1. TER i flux de D-mannitol (A) i activitat LDH (B) després de 3 h 

d’incubació del cultiu amb S. Typhimurium a MOI creixents (3-50) en 

comparació amb els cultius no inoculats (Control). Els resultats 

s’expressen com a mitjana ± error estàndard de n = 15 filtres (5 

experiments per triplicat). *, diferències estadísticament significatives 

(p<0,05) respecte la condició Control (test post hoc Dunnett). 

 

La presència de S-βGM, a totes les concentracions testades, no va modificar ni 

la TER ni el flux de D-mannitol (Figura 2A i 2B). En canvi, el S-βGM reverteix 

completament l’increment del flux d’FD4 provocat per la inoculació dels cultius 

amb S. Typhimurium (Figura 2C).  
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Figura 2. TER (A), fluxos de D-mannitol (B) i d’FD4 (C) després de 3 h 

d’incubació del cultiu amb S. Typhimurium (ST) a una MOI de 3 en 

absència o presència de S-βGM (10 µg/mL – 1000 µg/mL). També 

s’inclouen els resultats obtinguts en cultius no inoculats (Control). Els 

resultats s’expressen com a mitjana ± error estàndard de n = 12 filtres 

(4 experiments per triplicat). *, diferències estadísticament 

significatives (p<0,05) respecte la condició Control (test post hoc 

Bonferroni). FI, intensitat de fluorescència. 
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1.4. Conclusions 

El S-βGM és capaç de revertir de forma significativa el flux d’FD4, confirmant la 

participació del S-βGM en la modulació de la leak pathway. Tanmateix, no és 

capaç de prevenir totalment la disrupció de la funció epitelial de barrera 

causada per S. Typhimurium, ja que no modifica ni la TER ni el flux de D-

mannitol.  
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Resultats no publicats 2: Efecte dels SCFA sobre la invasió de 

cèl·lules Caco-2 per Salmonella Enteritidis 

 

2.1. Introducció  

És un fet abastament demostrat (Power et al., 2014; Pourabedin i Zhao, 2015) 

la capacitat de la microbiota per a protegir l’epiteli intestinal a través de la 

producció SCFA. Un dels efectes d’aquests àcids grassos és inhibir el creixement 

de patògens a través de la reducció del pH del contingut intestinal. A més a 

més, tal i com revelen els resultats de l’Article 2, el S-βGM disminueix un 32% la 

capacitat invasiva de S. Enteritidis en cèl·lules intestinals Caco-2. L’objectiu 

d’aquest treball era estudiar l’efecte d’aquests àcids grassos sobre la invasió 

dels cultius de cèl·lules Caco-2 per S. Enteritidis i el possible efecte sumatori en 

presència del S-βGM. Els àcids que es van estudiar van ser l’àcid làctic, produït 

majoritàriament per la microbiota intestinal dels gèneres Lactobacillus i 

Bifidobacterium; l’àcid butíric, l’àcid gras produït per la microbiota intestinal 

com a resultat de la digestió de carbohidrats de la dieta i l’àcid fòrmic, additiu 

acceptat per ser utilitzat com a conservant del pinso (Goodarzi Boroojeni et al., 

2014; Reglament CE n. 1831/2003 del Parlament Europeu i del Consell). 

2.2. Material i Mètodes  

Les cèl·lules intestinals Caco-2 es van incubar durant 3 h amb S. Enteritidis en 

absència o presència de S-βGM (500 µg/mL) i/o àcid làctic, àcid butíric o àcid 

fòrmic (20 mmol/L). Posteriorment, el cultiu es va incubar durant una 1 h amb 

medi de cultiu amb antibiòtic per tal d’eliminar els bacteris que no han envaït 

l’epiteli i es va seguir el protocol descrit a l’Article 2 per tal de determinar la 

invasió del bacteri per al recompte de les CFU que s’han format en cada placa.  

2.3. Resultats  

Com a referència, a la Figura 1A es mostren els resultats corresponents a la 

invasió del cultiu de l’Article 2, així com la capacitat del S-βGM de reduir-la. 

L’efecte dels diferents àcids grassos sobre la invasió de S. Enteritidis es mostra 

a la Figura 1B. En presència d’àcid làctic es va produir una reducció de la invasió 

del 35% i en el cas de l’àcid butíric i de l’àcid fòrmic, es va obtenir una reducció 

del 57% i del 63%, respectivament. Les dades també posen de manifest que 
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l’addició de S-βGM en presència d’aquests àcids no exerceix cap efecte 

addicional.  

 

Figura 1. Número d’unitats formadores de colònies (CFU) corresponents als bacteris que 

han envaït els cultius de cèl·lules Caco-2 després de 3 h d’incubació amb S. Enteritidis a 

una MOI de 10 en presència de 500 µg/mL de S-βGM (A, 500 µg/mL), àcid làctic (20 

mmol/L), àcid butíric (20 mmol/L), àcid fòrmic (20 mmol/L) o la combinació de S-βGM 

(500 µg/mL) amb aquests àcids (B). Els resultats s’expressen com a mitjana ± error 

estàndard de n = 30 plaques (10 experiments per triplicat) per les condicions de la figura 

A i n = 15 plaques (5 experiments per triplicat) per les condicions de la figura B. * , 

diferències estadísticament significatives (p<0,05) respecte a la condició a la que no s’ha 

afegit cap additiu (test post hoc Dunnett). 

2.4. Conclusions  

Els resultats confirmen l’efecte prèviament descrit per als SCFA sobre la invasió 

de l’epiteli intestinal per S. Enteritidis però la combinació d’aquests àcids amb 

el S-βGM no comporta cap efecte addicional. Així doncs, l’acció del S-βGM és 

independent del pH del medi mentre que la S. Enteritidis n’és sensible.  
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Resultats no publicats 3: Establiment del co-cultiu de cèl·lules Caco-

2 i macròfags com a model in vitro d’inflamació intestinal 

 

3.1. Introducció  

L’objectiu de l’Article 3 era estudiar la capacitat del S-βGM per a protegir la 

funció epitelial de barrera en un model in vitro d’inflamació intestinal, 

independentment de la seva capacitat per aglutinar bacteris patògens. Per 

assolir aquest objectiu, ha estat necessari establir el model in vitro d’inflamació 

intestinal que consisteix en l’estimulació amb LPS de macròfags co-cultivats 

amb cèl·lules Caco-2 (Figura 1).  

 

Macròfags

Caco-2

LPS S. Enteritidis

 

Figura 1.Dibuix del co-cultiu amb cèl·lules Caco-2 

i macròfags estimulats amb LPS de S. Enteritidis.  

Primer de tot, es va posar a punt el cultiu de macròfags utilitzant macròfags 

murins RAW 264.7 i monòcits humans THP-1. Aquests darrers, cal estimular-los 

amb phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) perquè es diferenciïn a macròfags. 

Un cop establerts aquests cultius, es va procedir a la posta a punt del co-cultiu. 

3.2. Material i Mètodes 

3.2.1. Cultiu de cèl·lules RAW 264.7 

El cultiu de macròfags murins RAW 264.7 es manté a 37°C en una atmòsfera de 

5% de CO2, tal i com es descriu a Sintes et al. (2010). Aquestes cèl·lules es 

mantenen en flascons sembrats a una densitat de 40.000 cèl·lules/cm2 en medi 

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) que conté 4.5 g/L de D-glucosa i 

2 mmol/L de L-glutamina i que es suplementa amb 10% (v:v) de sèrum fetal 

boví (FBS) inactivat per calor, 100 U/mL de penicil·lina i 100 μg/mL 

d’estreptomicina. Un cop transcorreguts 2 dies de manteniment en els 

flascons, el cultiu es raspa amb una rasqueta i les cèl·lules resultants es 
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sembren en plaques de cultiu de 12 pous a diferents densitats (40.000, 100.000 

i 200.000 cèl·lules/cm2) i es mantenen en aquestes condicions durant 24 h.  

3.2.2.  Cultiu de cèl·lules THP-1 

El cultiu de monòcits THP-1 d’origen humà es manté a 37°C en una atmòsfera 

de 5% de CO2, tal i com es descriu a Martínez et al. (2013). Aquestes cèl·lules, 

sembrades a una dilució 1:3 del passatge anterior, es mantenen en suspensió 

en plaques de Petri en medi de cultiu Roswell Park Memorial Institute 1640 

(RPMI) que conté 2 g/L de D-glucosa i 2 mmol/L de L-glutamina i que es 

complementa amb 10% (v/v) de FBS inactivat per calor, 100 UI/mL de 

penicil·lina, 100 μg/mL d’estreptomicina i 0,05 mmol/L de β-mercaptoetanol. 

Un cop transcorreguts 4 dies de manteniment en les plaques, les cèl·lules es 

sembren en plaques de 12 pous a diferents densitats (150.000, 300.000 i 

500.000 cèl·lules/cm2). Els cultius es mantenen en aquestes condicions durant 

72 h en presència de 100 nmol/L de PMA per tal d’activar la PKC (Kim et al., 

2011) i així estimular la seva diferenciació a macròfags que queden adherits a la 

superfície de la placa de cultiu.  

3.2.3. Recompte de cèl·lules viables 

El recompte de les cèl·lules viables es duu a terme per a les dues línies cel·lulars 

per tinció amb taronja d’acridina i bromur d’etidi tot seguint la metodologia 

descrita per Parks et al. (1979).  

3.2.4. Determinació de l’activitat LDH 

Com a indicador de la viabilitat cel·lular, s’ha determinat l’activitat de l’enzim 

LDH alliberat al medi de cultiu tal i com es descriu a l’Article 2. 

3.2.5. Establiment del co-cultiu com a model d’inflamació intestinal 

El model in vitro d’inflamació intestinal consisteix en el co-cultiu de cèl·lules 

epitelials intestinals Caco-2 d’origen humà i macròfags de ratolí o humans 

estimulats amb LPS. Per al co-cultiu s’ha seguit el protocol descrit per Nishitani 

et al. (2009). El co-cultiu es realitza en filtres de policarbonat (Transwells®, 12 

mm de diàmetre i 0.4 µm de diàmetre de porus). Per a l’establiment del co-

cultiu, les diferents línies cel·lulars es sembren tal i com es descriu a 

continuació: 

- Cultiu de cèl·lules Caco-2: quan el cultiu assoleix aproximadament el 80% 

de la confluència (després de 7 dies en cultiu en flascó), es tripsinitza i les 
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cèl·lules resultants es sembren en Transwells® a una densitat de 100.000 

cèl·lules/cm2. El co-cultiu s’inicia quan aquestes cèl·lules assoleixen la 

diferenciació (19-21 dies després de la sembra). 

- Cultiu de cèl·lules RAW 264.7: un cop transcorreguts 2 dies de 

manteniment en els flascons, el cultiu es raspa i es sembra en plaques de 12 

pous a 200.000 cèl·lules/cm2 i es manté durant 24 h. 

- Cultiu de cèl·lules THP-1: un cop transcorreguts 4 dies de manteniment 

en les plaques, el cultiu es sembra en plaques de 12 pous a una densitat de 

300.000 cèl·lules/cm2 i es manté durant 72 h en presència de 100 nmol/L de 

PMA. 

Per a l’establiment del co-cultiu, primer de tot es comprova que les cèl·lules 

Caco-2 estiguin completament diferenciades a través de la determinació de la 

TER. Seguidament, el co-cultiu es posa en marxa en introduir cadascun dels 

filtres on ha crescut el cultiu de cèl·lules Caco-2 en un pou amb macròfags. Per 

estimular la producció de citoquines per part dels macròfags, s’addicionen 

diferents concentracions d’LPS de S. Enteritidis al compartiment basolateral 

durant 48 h.  

La validació del model d’inflamació s’ha dut a terme a través de l’estudi de la 

viabilitat de les cèl·lules Caco-2 (determinació de l’activitat LDH), de la 

permeabilitat paracel·lular i de la quantificació de TNFα en el compartiment 

basolateral. 

3.3. Resultats 

3.3.1. Creixement del cultiu de cèl·lules RAW 264.7 

A la Figura 2A es mostren els resultats del seguiment del cultiu de cèl·lules RAW 

264.7 sembrades a diferents densitats durant 24 h. Les dades revelen que per a 

les densitats de 40.000 i 100.000 cèl·lules/cm2, el percentatge del recompte 

cel·lular respecte a les cèl·lules sembrades (en una superficie de creixement de 

3.8 cm2) és del 80% mentre que per a la densitat més elevada, aquest valor es 

superior al 100%. En aquest cas, no s’han detectat diferències significatives en 

l’activitat LDH (Figura 2B). 



Resultats – No publicats 3 

132 

 

 

Figura 2. Recompte de cèl·lules RAW 264.7 en funció de la 

densitat de la sembra (A). A la figura també es mostren les 

dades de l’activitat LDH (B). Els resultats s’expressen com a 

mitjana ± error estàndard de n = 20 - 23 cultius.  

 

3.3.2. Posta a punt del co-cultiu de cèl·lules Caco-2 i RAW 264.7 

Per a la posta a punt del co-cultiu, es varen realitzar els experiments utilitzant 

una densitat de sembra de les cèl·lules RAW 264.7 de 200.000 cèl·lules/cm2. Els 

resultats obtinguts (Figura 3) posen de manifest una reducció de la TER en els 

cultius Control en els que també s’observa una producció creixent de TNFα.  
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Control 0,32 ± 0,04 0,83 ± 0,15 2,58 ± 0,28

LPS (500 ng/mL) 2,96 ± 0,06 3,21 ± 0,03 3,20 ± 0,02

 

Figura 3. Evolució de la TER durant 48 h en els co-cultius de cèl·lules Caco-2 i RAW 264.7 

(200.000 cèl·lules/cm2) estimulats al compartiment basolateral amb LPS de S. Enteritidis 

(500 ng/mL). El Control correspon a un co-cultiu no estimulat amb LPS. També s’inclouen 

els resultats obtinguts en la quantificació de TNFα. Els resultats s’expressen com a mitjana 

± error estàndard de n = 5 - 6 filtres. 

 

3.3.3. Creixement i diferenciació del cultiu de cèl·lules THP-1 

A la Figura 4 es mostren els resultats obtinguts en el seguiment dels cultius de 

cèl·lules THP-1 sembrades a diferents densitats durant 72 h en presència de 

PMA. Els resultats mostren que a mesura que augmenta la densitat del cultiu 

s’obtenen un nombre superior de cèl·lules diferenciades (macròfags dTHP-1). 

Tanmateix, en calcular el percentatge de cèl·lules diferenciades, i per tant 

recomptades, respecte al nombre de cèl·lules sembrades (en una superfície de 

creixement de 3.8 cm2) s’observa que aquest valor es troba al voltant del 40%. 

Pel que fa a la determinació de l’activitat de la LDH com a indicador de la 

viabilitat del cultiu (Taula 1), no s’han observat diferències significatives entre 

les diferents densitats assajades, com tampoc s’han observat diferències 

significatives entre les diferents densitats assajades respecte a aquells cultius 

que no se’ls va aplicar PMA. 
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Figura 4. Recompte de dTHP-1 en funció de la densitat de la sembra. A 

la figura també es mostren el percentatge de macròfags obtinguts en 

funció de la densitat sembrada de monòcits. Els resultats s’expressen 

com a mitjana ± error estàndard de n = 12 - 21 cultius. 

 

Taula 1. Activitat LDH de monòcits THP-1 en absència de PMA i de macròfags 
dTHP-1 en presència de PMA.¹ 

 150.000 
cel/cm2 

+ 100 nM 
PMA 

300.000 
cel/cm2 

+ 100 nM 
PMA 

500.000 
cel/cm2 

+ 100 nM 
PMA 

LDH 
0,171 ± 
0,007 

0,169 ± 
0,005 

0,170 ± 
0,007 

0,177 ± 
0,005 

0,184 ± 
0,006 

0,181 ± 
0,003 

       
¹Els resultats s’expressen com a mitjana ± error estàndard de n = 12 - 21 cultius. *, 
diferències estadísticament significatives (p<0,05) respecte la corresponent condició en 
absència de PMA (test ANOVA). 

 

3.3.4. Posta a punt del co-cultiu de cèl·lules Caco-2 i dTHP-1 

Per a la posta a punt del co-cultiu, es varen realitzar uns experiments previs 

estimulats des del compartiment basolateral amb LPS de S. Enteritidis a 

diferents concentracions (100, 250, 500 i 1000 ng/mL). En aquests co-cultius es 

va determinar la TER al llarg de 48 h i es va determinar la producció de TNFα en 

el compertiment basolateral a les 24 h com a indicadors de validació del model 

d’inflamació. A més de la condició Control, que és un co-cultiu que no s’ha 
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estimulat amb LPS, s’ha estudiat una condició amb cèl·lules Caco-2 incubades 

amb LPS de S. Enteritidis (500 ng/mL) al compertiment basolateral en absència 

de macròfags per tal de comprovar si l’LPS pot modificar la funció epitelial de 

barrera tot exercint el seu efecte directament sobre les cèl·lules Caco-2. 

 

 

Figura 5. Evolució de la TER durant 48 h dels co-cultius de cèl·lules Caco-2 i dTHP-1 

estimulats al compartiment basolateral amb concentracions diferents d’LPS de S. 

Enteritidis. El Control correspon a un co-cultiu no estimulat amb LPS i la condició Caco-2 + 

500 ng/mL d’LPS correspon a un cultiu de cèl·lules Caco-2 incubades amb LPS de S. 

Enteritidis al compertiment basolateral. Els resultats s’expressen com a mitjana ± error 

estàndard de n = 3 – 12 filtres. 

 

Els resultats obtinguts en aquestes condicions (Figura 5) revelen que a les 6 h 

d’incubació s’inicia la reducció de la TER en els co-cultius tractats amb LPS. En 

el Control i en els cultius de Caco-2 incubats amb LPS no es modifica la TER.  

Pel que fa a la producció de TNFα (Taula 2) els resultats mostren que els co-

cultius estimulats amb LPS secreten la citocina, en canvi, ni en els cultius 

Control ni en els cultius de cèl·lules Caco-2 estimulats amb LPS s’incrementa la 

producció d’aquesta citocina en cap dels temps estudiats.  
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Taula 2. Producció de TNFα en el compartiment basolateral del co-cultiu de 
cèl·lules Caco-2 i dTHP-1 estimulats al compartiment basolateral amb 
concentracions diferents d’LPS de S. Enteritidis.1 

 

TNFα (ng/mL) 
Temps  

3h 6h 24h 

Control nd nd nd 

LPS (100 ng/mL) 0,33 ± 0,08 2,04 ± 0,42 0,30 ± 0,12 

LPS (250 ng/mL) 1,84 ± 0,55 3,64 ± 1,32 1,74 ± 0,36 

LPS (500 ng/mL) 0,28 ± 0,21 3,40 ± 0,98 2,66 ± 0,36 

LPS (1000 ng/mL) 8,09 ± 2,68 15,21 ± 0,91 16,83 ± 0,70 

Caco-2 + LPS (500 ng/mL) nd nd nd 
 

1Els resultats s’expressen com a mitjana ± error estàndard de n = 3 – 

12 filtres. 

3.4. Conclusions 

A partir d’aquests resultats es va prendre la decisió de descartar el co-cultiu de 

cèl·lules Caco-2 i macròfags RAW 264.7, degut a la producción de TNFα en la 

condició Control i la no alteració de la TER i es va escollir el co-cultiu de cèl·lules 

Caco-2 i macròfags dTHP-1 per a l’establiment del model d’inflamació intestinal 

in vitro. Així, per aquest co-cultiu les condicions experimentals més adequades 

escollides per procedir amb l’estudi són: estimular amb 250 ng/mL d’LPS de S. 

Enteritidis els macròfags dTHP-1 sembrats a 300.000 cèl·lules/cm2. 
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Resum  

Objectiu. L’objectiu d’aquest treball era investigar el paper protector del S-

βGM, sol o en presència del probiòtic Lactobacillus plantarum, sobre la funció 

epitelial de barrera independentment de la seva capacitat per aglutinar 

bacteris patògens. 

Material i Mètodes. La permeabilitat paracel·lular es va estudiar en dos models 

in vitro: el primer va consistir en el co-cultiu de cèl·lules Caco-2 diferenciades i 

macròfags (dTHP-1) estimulats amb LPS de S. Enteritidis (250 ng/mL) i el segon, 

en el cultiu de cèl·lules Caco-2 diferenciades estimulades amb TNFα (200 

ng/mL). En ambdós casos, es va avaluar la TER en presència de S-βGM (500 

mg/ml), L. plantarum (MOI 10) o la combinació d’ambdós. A més a més, en el 

co-cultiu es va determinar la producció de citocines (IL-10, IL-6 i TNFα). 

Finalment, es va estudiar la capacitat del S-βGM per modificar el creixement de 

L. plantarum.  

Resultats. En tots dos models, l’estimulació amb LPS o TNFα produeix una 

disminució estadísticament significativa la TER que no es modifica per la 

presència de S-βGM o L. plantarum. En canvi, la combinació d’ambdós, 

recupera la TER fins als valors de les cèl·lules no estimulades. A més a més, la 

incubació dels cultius de cèl·lules Caco-2 no estimulats amb la combinació de S-

βGM i L. plantarum, incrementa significativament els valors de TER. En el co-

cultiu, l’estimulació amb LPS incrementa significativament la producció de 

TNFα i no modifica la d’IL-10 ni la d’IL-6. L’adició de S-βGM redueix 

significativament la producció de TNFα i incrementa significativament la d’IL-

10. En canvi, l’adició de L. plantarum incrementa significativament la producció 

d’IL-6 i no modifica la producció de les altres citocines. També es va observar 

que l’adició de la combinació de S-βGM i L. plantarum redueix significativament 

la producció de TNFα i incrementa significativament la d’IL-10 i la d’IL-6. 

Aquests efectes es varen atribuir al S-βGM en el cas de TNFα i IL-10 i a L. 

plantarum, en el cas d’IL-6. D'altra banda, també es va observar que el S-βGM 

estimula el creixement de L. plantarum. 

Conclusions: Els resultats obtinguts posen de manifest que el S-βGM protegeix 

la funció epitelial de barrera a través de l’estimulació del creixement del 

probiòtic i de la modulació de la resposta immunitària. 
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Una de les primeres propietats atribuïdes als MOS és la seva capacitat de ser 

reconeguts per les lectines específiques per a la mannosa de la fímbria de tipus 

1 dels bacteris gramnegatius (Duguid et al., 1966; Bäumler et al., 1997). Les 

fímbries de tipus 1 consisteixen en una estructura en forma de vareta d’1 a 2 

mm amb una subunitat de suport estructural FimA sobre la que s’acoblen 

diverses subunitats: FimF, FimG i FimH (Aprikian et al., 2011). La FimH conté les 

lectines que reconeixen els residus de mannosa presents a les glicoproteïnes de 

la membrana de les cèl·lules eucariotes (Kisiela et al., 2006; Guo et al., 2009; 

Aprikian et al., 2011; Dwyer et al., 2011; Yue et al., 2012; Grzymajło et al., 

2013). Per tant, la unió dels patògens als MOS redueix l’adhesió i la conseqüent 

invasió del patogen a l’epiteli intestinal (Spring et al., 2000; Iji et al., 2001; 

Burkey et al., 2004; Solis de los Santos et al., 2007). En un estudi previ (Article 

previ - Badia et al., 2012a), en cèl·lules intestinals porcines (IPI-2I) infectades 

amb S. Typhimurium es va confirmar que el S-βGM també exerceix aquest 

efecte. Així, en afegir aquest producte, S. Typhimurium s’adhereix a la 

superfície del MOS i, conseqüentment, es redueix l’adhesió a l’epiteli. En canvi, 

en cèl·lules intestinals Caco-2 (Article 2), tot i que es va observar l’adhesió de la 

S. Enteritidis al S-βGM (les imatges de microscòpia electrònica de rastreig són 

molt similars a les obtingudes a l’Article previ), en determinar el nombre de 

bacteris adherits a la capa de cèl·lules no es va obtenir cap reducció 

significativa. Tanmateix, els estudis d’invasió (Article 2) si que demostren que el 

S-βGM disminueix la presència de S. Enteritidis a l’interior de la cèl·lula. A més 

a més, les imatges obtingudes a l’intestí de pollastres (Article 1) alimentats amb 

dietes riques en βGM (S-βGM, Goma Duraió, Goma Cassia i parets cel·lulars de 

llevats de Sacharomyces cerevisiae), revelen que la presència de cèl·lules M, 

característiques de l’intestí dels animals infectats (Frost et al., 1997; Jepson i 

Clark, 1998), és menor respecte als animals infectats i no tractats. En aquests 

darrers animals, tant a l’ili com a les tonsil·les cecals, també es va observar la 

formació de lamel·lipodis, tret característic de la infecció per Salmonella quan 

aquesta expressa les proteïnes efectores codificades per SPI-1 i SPI-2. Per tant, 

un cop demostrat que el S-βGM redueix la invasió de S. Enteritidis, una possible 

hipòtesi per explicar la manca d’efecte sobre l’adhesió en cultius de cèl·lules 

Caco-2 podria ser que el S-βGM s’uneixi en més proporció a les cèl·lules Caco-2 

que no pas a les IPI-2I. Per aquesta raó, el S-βGM, amb les salmonel·les 

adherides, romandria adherit a l’epiteli i les salmonel·les serien comptades com 
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a adherides a les cèl·lules. De fet, s’ha descrit la presència de receptors de 

mannosa a l’epiteli intestinal de les vellositats (Uemura et al., 2002; Martínez-

Pomares, 2012; Witoonsaridsilp et al., 2012) que poden reconèixer el S-βGM. 

Per tant, les diferències en els resultats d’adhesió entre les Caco-2 i les IPI-2I es 

podrien explicar per una diferent expressió d’aquests receptors o d’altres 

estructures capaces de reconèixer mannosa entre ambudes cèl·lules intestinals.  

Els estudis d’invasió també es van dur a terme en presència de SCFA (Resultats 

no publicats 2) tals com l’àcid làctic i butíric, generats per la microbiota 

intestinal (Flint et al., 2015), i l’àcid fòrmic  utilitzat com a conservant del pinso 

(Goodarzi Boroojeni et al., 2014; Reglament CE n. 1831/2003 del Parlament 

Europeu i del Consell). Tal com era d’esperar, la presència dels àcids va 

disminuir la invasió de S. Enteritidis, però en combinar-los amb el S-βGM no es 

va obtenir cap efecte addicional. De fet, el pH àcid que s’assoleix en aquests 

cultius afecta la viabilitat de la salmonel·la i per tant, la capacitat per unir-se a 

l’epiteli i envair-lo (Salsali et al., 2006) i, probablement, també la seva capacitat 

per adherir-se al S-βGM.  

En els estudis in vitro en cèl·lules intestinals Caco-2, es van utilitzar tres serotips 

diferents de Salmonella (S. Enteritidis, S. Dublin i S. Typhimurium) i els resultats 

de l’estudi de la viabilitat de les cèl·lules Caco-2 en presència del patogen 

revelen que S. Enteritidis és la menys agressiva, seguida de S. Dublin i S. 

Typhimurium. Les dades posen de manifest que cap de les MOI estudiades per 

a S. Enteritidis (3-50) va afectar la viabilitat del cultiu mentre que per a S. 

Dublin i S. Typhimurium una MOI 50 i una MOI 5, respectivament, ja 

incrementaven l’activitat LDH. A una MOI que no compromet la viabilitat del 

cultiu de cèl·lules intestinals, els tres serotips envaeixen les cèl·lules Caco-2 i 

provoquen l’obertura de la via paracel·lular (Article 2 i Resultats no publicats). 

La mínima MOI que, de forma estadísticament significativa, augmenta la 

permeabilitat paracel·lular és la de 10 per a S. Enteritidis, mentre que només és 

necessària una MOI de 3 per als altres dos serotips, confirmant així la menor 

agressivitat de S. Enteritidis. En presència d’aquestes MOI, els tres serotips 

disminueixen la TER i augmenten els fluxos de D-mannitol i d’FD4. En estudiar 

la permeabilitat paracel·lular utilitzant la TER i el fluxos de D-mannitol i FD4 es 

posa de manifest la presència de les diferents vies de difusió descrites per 

Watson et al. (2001). La pore pathway, present a l’epiteli en condicions 
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fisiològiques, i la leak pathway que s’obre en resposta a agents externs capaços 

d’alterar les unions estretes. Així doncs, la mesura de la TER i del flux de D-

mannitol no permet determinar la selectivitat de les dues vies (leak i pore). En 

canvi, l’increment observar per al flux d’FD4 amb els tres serotips posa de 

manifest que la salmonel·la provoca la obertura de la leak pathway que té un 

diàmetre superior i pot esser, per tant, utilitzada per aquest substrat de pes 

molecular més elevat. L’obertura d’aquesta via es pot associar a la 

deslocalització de la ZO-1 i de l’ocludina de la unió estreta (Figura 13). Els 

resultats obtinguts en cultius incubats amb S. Enteritidis i S. Dublin permeten 

confirmar la deslocalització d’ambdues proteïnes (Article 2). A l’intestí dels 

pollastres infectats amb S. Enteritidis (Article 1) també es va observar la 

deslocalització de la ZO-1. En aquesta espècie animal també es va intentar 

estudiar l’efecte  de la infecció sobre la localització de l’ocludina però cap dels 

anticossos assajats han presentat reactivitat en aquesta espècie animal.  

Està descrit que l’increment de la permeabilitat paracel·lular causat per l’estrès 

oxidatiu està associat a la fosforilació de residus de tirosina tant de l’ocludina 

com de la ZO-1 (Rao et al., 2002). Així, en els estudis in vitro es va observar que 

la infecció per S. Enteritidis genera estrès oxidatiu (Article 2). A més a més, 

també es va testar l’efecte de la genisteïna, un inhibidor de tirosina-cinases 

(Peterson, 1995). En afegir la genisteïna en els cultius infectats amb S. 

Enteritidis, es van recuperar completament els valors de la TER i parcialment 

els del flux de D-mannitol (Article 2), fet que demostra la implicació de l’estrès 

oxidatiu en la regulació de la unió estreta però que no descarta la participació 

d’altres mecanismes implicats en la regulació de la via paracel·lular.  

En els cultius (Article 2), tal i com descriuen altres autors, també es va observar 

la formació d’agregats citoplasmàtics d’actina (Jepson et al., 1995; La Regione 

et al., 2003) que posen de manifest la contracció de l’anell d’actina del 

citroesquelet.  En estudis realitzats amb S. Typhimurium, Wells et al. (1999) i 

Murli et al. (2001), relacionen l’obertura de la via paracel·lular amb la 

reorganització de l’actina del citoesquelet com a conseqüència de l’acció de les 

proteïnes efectores codificades tant per SPI-1 com per SPI-2. Aquestes 

proteïnes efectores activen la família Rho i la via MAPK que acaben provocant 

la secreció de diferents citocines per part de la cèl·lula epitelial, entre les que 

cal destacar IL-1β per la seva implicació en la regulació de la permeabilitat de la 
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unió estreta (veure Taula 2). Aquesta citocina disminueix l’expressió d’ocludina 

i activa la MLCK, que al seu torn, posa en marxa l’activitat de la miosina, la 

contracció de l’anell d’actina i conseqüentment, l’obertura de la unió estreta. 

Així doncs, la secreció de diferents citocines proinflamatòries induïda pel 

patogen també contribueixen a la obertura de la via paracel·lular.  

En afegir el S-βGM als cultius de cèl·lules Caco-2 infectats amb S. Enteritidis 

(Article 2), la producció de ROS, la TER, el flux d’FD4 i la localització de la ZO-1 i 

l’actina varen recuperar els valors control. En els pollastres (Article 1), la 

internalització observada per la ZO-1 en els animals infectats no es va 

visualitzar en els animals que havien estat sotmesos a una dieta suplementada 

amb els productes rics en βGM, com tampoc en els animals que havien estat 

tractats amb l’antibiòtic, confirmant així que el S-βGM és capaç de recuperar la 

distribució de ZO-1. La recuperació total de la producció de ROS posa de 

manifest que el S-βGM pot protegir l’obertura de la via paracel·lular ocasionada 

per l’estrès oxidatiu generat pel patogen. A més a més, la recuperació total del 

flux d’FD4 posa de manifest que el S-βGM té capacitat per a restablir l’obertura 

de la leak pathway, mentre que la recuperació parcial del flux de D-mannitol 

posa de relleu que la funcionalitat de la pore pathway no està plenament 

restablerta. En aquest sentit, el fet que l’ocludina i la peroxidació lipídica no 

recuperin els valors dels controls, indica que el S-βGM, en aquest model in vitro 

de cèl·lules intestinals en cultiu, no reverteix tots els mecanismes activats per S. 

Enteritidis. Caldria doncs considerar la inducció de la secreció de citocines 

proinflamatòries que contribueixen en l’obertura de la via paracel·lular. Cal 

destacar que mentre l’efecte protector del S-βGM també s’observa per a la 

infecció amb S. Dublin (Article 2), en el cas de infecció per S. Typhimurium, tot i 

que el S-βGM reverteix totalment el flux d’FD4, cap concentració d’aquest 

producte és capaç de revertir ni la TER ni el flux de D-mannitol (Resultats no 

publicats 1). Aquestes diferències en la protecció exercida pel S-βGM segons el 

serotip posen de manifest la heterogeneïtat en la virulència. Aquestes 

diferències es podrien atribuir a diferències genètiques que determinarien la 

resistència a antibiòtics (Kisiela et al., 2012; Yue i Schifferli, 2014), diferències 

en la configuració de la subunitat FimH de la fímbira tipus 1, diferències en la 

capacitat per a induir l’expressió de citocines i/o en la capacitat de replicació en 

els macròfags, entre d’altres (Okamura et al., 2005; Setta et al., 2012; Dhanani 

et al., 2015; Pan et al., 2015). En aquest sentit, està descrit que la secreció d’IL-
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1β induïda per S. Typhimurium és més elevada que en el cas de S. Enteritidis 

(Ktsoyan et al., 2013), fet que podria explicar la menor protecció observada per 

al S-βGM en el cas de S. Typhimurium en els cultius de cèl·lules Caco-2.  

Així doncs, la protecció que exerceix el S-βGM en la infecció per S. Enteritidis en 

cultius de cèl·lules intestinals Caco-2 es pot explicar per la seva capacitat per a 

disminuir la invasió del patogen, la seva capacitat per regular la leak pathway i 

la reducció de l’estrès oxidatiu. A més de ser reconegut pel bacteri, el S-βGM 

també pot ser reconegut pels receptors de mannosa presents a l’epiteli 

intestinal. Aquests receptors, en reconèixer residus de mannosa, tal i com 

descriuen Netea i van der Meer (2011), activen la via del NF-κβ, tot i que els 

mecanismes i les conseqüències d’aquesta activació encara es desconeixen 

(Hoving et al., 2014). Badia et al. (2012a), varen observar que el S-βGM 

disminueix l’expressió de diferents citocines i quimiocines (IL-1α i IL-6, entre 

d’altres) en ser addicionat al medi de cultiu de cèl·lules intestinals IPI-2I, tot 

demostrant que aquest producte interacciona amb les cèl·lules intestinals i 

indueix una resposta també en absència de patogen. La IL-1α té capacitat per a 

iniciar la secreció de citocines i quimiocines sense necessitat d’un estímul 

extern (Rider et al., 2013; Garlanda et al., 2013; Di Paolo i Shayakhmetov, 2016) 

i en interaccionar amb el seu receptor estimula la secreció de citocines 

proinflamatòries inclús la seva pròpia secreció. Brody i Durum (1989) van 

observar que la D-mannosa impedeix l’alliberament d’IL-1α, limitant així la seva 

sobre-expressió i la subseqüent secreció d’altres citocines proinflamatòries. 

Està descrit que la secreció d’IL-1α provoca una disminució de la TER, del flux 

d’inulina i una deslocalització de la ZO-1, de manera que aquesta citocina 

també podria estar implicada en l’obertura de la via paracel·lular exercida pel 

bacteri (Nilsson et al., 1998). Així doncs, la capacitat del S-βGM per a reduir 

l’expressió d’IL-1α a les cèl·lules intestinals també podria contribuir al seu 

efecte protector sobre la via paracel·lular. En un altre estudi però, els mateixos 

autors (Badia et al., 2012b) no van obtenir els mateixos resultats pel que fa 

aquesta citocina, posant de manifest la variabilitat de la resposta que pot induir 

el S-βGM . 

L’estimulació del sistema immunitari és un altre dels mecanismes descrits pels 

quals els MOS exerceixen la seva funció promotora de salut intestinal (Ferket et 

al., 2002; Gaggìa et al., 2010). Cal tenir en compte que els receptors de 
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mannosa estan presents també en gran quantitat a les cèl·lules del sistema 

immunitari de la làmina pròpia, com els macròfags i les DC. Així, es va posar a 

punt un model in vitro que consisteix en el co-cultiu de Caco-2 i macròfags 

dTHP-1 estimulats amb LPS de S. Enteritidis (Resultats no publicats 3). Amb 

aquest estímul es polaritzen els monòcits cap a macròfags de tipus M1 que 

secreten citocines proinflamatòries (Guha i Mackman, 2001), tal com es descriu 

a l’Article 3. En aquest model de co-cultiu, el S-βGM s’afegeix al compartiment 

apical on hi ha els enteròcits, mentre que la producció de citocines es 

determina al compartiment basolateral on estan presents els macròfags 

estimulats amb LPS. Es tracta, doncs, d’un model en el que es simulen les 

condicions fisiològiques de l’intestí. L’estimulació amb LPS incrementa la 

permeabilitat paracel·lular de manera que aquest model permet investigar el 

paper protector del S-βGM sobre la funció epitelial de barrera 

independentment de la seva capacitat per a reduir la invasió de les cèl·lules 

epitelials per S. Enteritidis. Els resultats mostren que, en el co-cultiu estimulat 

amb LPS, el S-βGM incrementa la producció d’IL-10, citocina secretada per 

macròfags M2. Una hipòtesi per explicar aquest augment de la secreció d’IL-10 

és que el S-βGM indueixi la polarització dels macròfags M1 a M2. Aquesta 

polarització podria ser causada per la interacció del S-βGM amb les Caco-2, ja 

sigui a través dels receptors de mannosa o d’altres estructures, amb la 

conseqüent activació de vies de senyalització de la cèl·lula epitelial que es 

tradueixi en un estímul al compartiment basolateral capaç d’induir la 

polarització d’M1 a M2. Tampoc es pot descartar que els oligosacàrids del S-

βGM alliberats per l’efecte de la β-mannanasa arribin al compartiment 

basolateral per l’espai intercel·lular com a conseqüència de l’obertura de la via 

paracel·lular i que s’uneixin als receptors de mannosa presents als macròfags, 

tot afavorint així la seva diferenciació a M2. Cal tenir en compte, a més, que la 

pròpia IL-10 secretada per aquests macròfags també és capaç d’induir la seva 

pròpia polarització a M2 (Rőszer, 2015). L’estimulació de la producció d’IL-10 

per part del S-βGM ja havia estat observada per Badia et al. (2012a) en DC. 

Aquesta citocina està implicada en la modulació de la producció i de les 

propietats del moc (Pelaseyed et al., 2014). En els pollastres alimentats amb la 

dieta suplementada amb productes rics en βGM (Article 1) es va observar un 

increment de la presència de cèl·lules caliciformes i de la producció de moc. Per 

tant, aquest efecte es podria atribuir a la capacitat d’aquests productes per a 
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estimular la producció d’IL-10. L’increment de la producció de moc ja ha estat 

observat per altres autors per a productes rics en MOS (Baurhoo et al., 2007; 

Chichlowski et al., 2007; Leforestier et al., 2009: Chee et al., 2010). A més a 

més, la IL-10 també s’ha descrit que pot inhibir la producció d’altres citocines 

proinflamatòries (Shuai i Liu, 2003; Hu et al., 2007). Aquesta citocina en 

interaccionar amb el seu receptor activa la via cinasa Janus (JAK)-transductor 

de senyal i activador de la transcripció (STAT), que donalloc a la translocació al 

nucli de STAT3. Aquest factor, és el que mitjançant un seguit de reaccions 

acaba inhibint la producció de citocines proinflamatòries en inhibir la via de NF-

κβ (Shuai i Liu, 2003; Hu et al., 2007; Levast et al., 2015). Tanmateix, malgrat la 

inducció de la secreció d’IL-10 per part del S-βGM (Article 3), no s’ha observat 

una protecció de la funció epitelial de barrera en co-cultius incubats en 

presència d’aquest producte.  

Els estudis in vivo no permeten determinar si la suplementació amb MOS 

produeix una millora de la funció intestinal de barrera per acció directa del 

MOS sobre l’epiteli intestinal o aquest efecte ha de ser atribuir a la microbiota 

intestinal. En aquest sentit, tot i no haver caracteritzat la composició de la 

microbiota intestinal dels pollastres, a les imatges obtingudes es va observar un 

increment del nombre de bacteris adherits al moc en els animals que van seguir 

les dietes suplementades amb productes rics en βGM (Article 1). Per tant, 

aquesta observació podria suggerir un efecte prebiòtic per al S-βGM. Si aquest 

producte estimula el creixement de la microbiota intestinal això comportaria la 

competició per l’espai i els nutrients entre la microbiota i els patògens, fet que 

es pot traduir en el desplaçament i eliminació de la salmonel·la. Per aquesta 

raó, també s’ha estudiat l’efecte de L. plantarum, un probiòtic àmpliament 

utilitzat com a suplement de dietes per a pollastres (Dec et al., 2014; Feng et 

al., 2016) sobre la funció intestinal de barrera en els models in vitro. Un primer 

resultat interessant ha estat que el S-βGM estimula el creixement L. plantarum 

(Article 3). Per tant, se li poden atribuir funcions com a prebiòtic. Pel que fa a 

l’estudi de la funció epitelial de barrera, les dades indiquen que en els co-

cultius estimulats amb LPS, la presència de L. plantarum incrementa la 

producció d’IL-6 (Article 3), tot i que en aquest cas tampoc s’observa la 

recuperació de la permeabilitat paracel·lular. En tractar-se d’una citocina 

pleiotròpica, el paper de la IL-6 en la funció intestinal de barrera és molt 

controvertida. Així, hi ha autors que en condicions in vitro observen que 
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incrementa la permeabilitat paracel·lular, sobretot per a ions de baix pes 

molecular (Suzuki et al., 2011; Al-Sadi et al., 2014). En canvi, d’altres autors, en 

models d’inflamació intestinal in vivo, observen un efecte protector (Al-Sadi et 

al., 2009). La possible explicació per aquesta dualitat està relacionada amb 

l’equilibri entre l’activació d’STAT1 i STAT3. Aquesta citocina, en interaccionar 

amb el seu receptor, activa la via JAK-STAT donant lloc a la translocació al nucli 

de STAT1 i STAT3. STAT1 és un inductor de la via NK-κβ metre que, tal i com 

s’ha comentat anteriorment, STAT3 l’inhibeix.   

Així, malgrat que la presència de S-βGM o de L. plantarum no reverteix 

l’obertura de la via paracel·lular ocasionada per LPS, la combinació dels dos 

productes si que dona lloc a la recuperació completa dels valors de TER (Article 

3). Una possible hipòtesi per a l’efecte positiu observat per a aquesta 

combinació és que la producció conjunta d’IL-10 i d’IL-6 decanti l’equilibri cap a 

STAT3, el que provocaria la inhibició de la producció de citocines 

proinflamatòries i la conseqüent restauració de la funció epitelial de barrera. 

De fet, tal i com es mostra a l’Article 3, la combinació de S-βGM i L. plantarum 

produeix una disminució significativa de la secreció de TNFα. Tal com s’ha 

comentat a la introducció, el TNFα activa MLCK, que fosforila MLC, el que 

provoca la contracció de l’anell d’actina i per tant la conseqüent obertura de la 

via paracel·lular (Cunningham i Turner, 2012). A més a més, cal destacar que la 

combinació del S-βGM i el probiòtic també recupera els valors de la TER dels 

cultius de cèl·lules Caco-2 (sense la presència de macròfags) estimulades amb 

TNFα (Article 3), on la inhibició de la producció d’aquesta citocina 

proinflamatoria és, però, irrellevant. Així, la protecció de la funció epitelial de 

barrera exercida per la combinació S-βGM i L. plantarum no només es pot 

explicar per la inhibició de la secreció de TNFα, si no que els resultats també 

suggereixen que s’hauria de produir la inhibició de l’efecte d’aquesta citocina 

proinflamatòria sobre la funció epitelial de barrera. A l’hora d’interpretar 

aquests resultats cal tenir en compte les propietats com a prebiòtic del S-βGM 

sobre el creixement de L. plantarum. D’aquest probiòtic n’és coneguda la 

capacitat per a regular l’estat de les unions estretes per inhibició de l’activació 

d’ERK (Ko et al., 2007; Liu et al., 2011), per inhibició de la via p38, així com 

també per la inhibició de la via NF-κβ a causa de la inhibició de la 

ubiquitinització de Ikβ fosforilada (Kim et al., 2012; Wu et al., 2016). ERK i la via 

p38 formen part de la família MAPK. ERK s’uneix directament amb la regió C 
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terminal de l’ocludina i en regula la localització (Basuroy et al., 2006) i com la 

via p38, en estar activades comporten la translocació al nucli de la proteïna 

activadora 1 (AP1), que és un factor de transcripció (Kim et al., 2012; Wu et al., 

2016). Per tant, el probiòtic L. plantarum és un potent inhibidor dels factors de 

transcripció que comporten l’inici de la resposta immunitària.  

Per últim, està descrit que alguns MOS incrementen la superfície epitelial per a 

l’absorció de nutrients (Solis de los Santos et al., 2005; Baurhoo et al., 2007; 

Chichlowski et al., 2007; Morales-López et al., 2009). En el cas del S-βGM, no 

s’observa cap efecte morfomètric a l’intestí de pollastre (Article 1). En canvi, si 

que es va observar un increment de la llargària de les vellositats per als 

pollastres que van seguir la dieta suplementada amb Goma Duraió i Goma 

Cassia. Tot i que Cheled-Shoval et al., (2011) descriuen com l’administració de 

MOS a embrions de pollastre in ovo milloren la maduració i el 

desenvolupament de l’intestí dels animals, la digestibilitat i la funció barrera, 

aquest efecte es podria atribuir també als efectes dels MOS sobre la microbiota 

intestinal. En aquest sentit, s’ha descrit que la suplementació de la dieta amb 

Lactobacillus i Bifidobacterium incrementen la superfície epitelial per a 

l’absorció de nutrients (Hajati i Rezaei, 2010). 
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Dels resultats obtinguts es poden extreure, per a cadascun dels objectius 

plantejats, les següents conclusions:  

1. Determinar l'efecte de diversos MOS rics en βGM (S-βGM, Goma 

Duraió, Goma Cassia i parets cel·lulars de Saccharomyces cerevisiae) 

sobre la morfologia intestinal de pollastres d’engreix infectats amb S. 

Enteritidis. 

 La suplementació de la dieta dels animals amb βGM comporta un 

augment de la presència de cèl·lules caliciformes de l’ili i de les 

tonsil·les cecals amb el conseqüent increment de la producció de 

moc. Aquest moc constitueix una barrera física per a l'accés dels 

bacteris a l'epiteli, fet que es correlaciona amb una reducció de la 

presència de cèl·lules M.  

 La suplementació de la dieta dels animals amb Goma Duraió i Goma 

Cassia comporta un increment de la llargària de les vellositats amb el 

conseqüent increment de la superfície epitelial per a l’absorció de 

nutrients.  

 Tots els productes testats tenen la capacitat de per prevenir la 

deslocalització de la proteïna ZO-1 de la unió estreta observada en els 

animals infectats amb S. Enteritidis. 

Aquests resultats obtinguts per al pollastre consitueixen una primera prova 

dels efectes beneficiosos del S-βGM i d’altres MOS rics en βGM sobre la funció 

intestinal de barrera a través de mecanismes que inclourien la reducció de la 

invasió per S. Enteritidis, la secreció de moc i la protecció de la unió estreta.  

2. Investigar el paper del S-βGM en la prevenció de la disrupció de la 

funció epitelial de barrera induïda per la colonització de cultius de 

cèl·lules intestinals Caco-2 per diferents serotips de Salmonella (S. 

Enteritidis, S. Dublin i S. Typhimurium).  

 El S-βGM té un efecte protector sobre la funció epitelial de barrera 

malmesa per la inoculació de cèl·lules Caco-2 amb S. Enteritidis, S. 

Dublin i S. Typhimurium. En el cas de S. Enteritidis, aquest efecte es 
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pot associar a la reducció de la invasió del cultiu i de la producció de 

ROS i a la modulació de la leak pathway de la via paracel·lular. 

 La combinació d’àcid làctic, butíric o fòrmic amb el S-βGM no 

comporta cap efecte addicional sobre la invasió de cèl·lules Caco-2 

per S. Enteritidis. 

Aquests resultats obtinguts en cultius de cèl·lules Caco-2, permeten confirmar 

la capacitat del S-βGM per aglutinar el bacteri i reduir la invasió de l’epiteli i per 

a protegir la funció epitelial de barrera, tal i com s’ha observat en el pollastre. A 

més a més, l’efecte específic sobre la leak pathway permet atribuir a aquest 

producte un efecte addicional que exerceix directament sobre la permeabilitat 

paracel·lular.  

3. Avaluar la capacitat del S-βGM per a protegir la funció epitelial de 

barrera, independentment de la seva capacitat per aglutinar S. 

Enteritidis, en dos models in vitro d’inflamació intestinal: co-cultius de 

cèl·lules Caco-2 i macròfags dTHP1 estimulats amb LPS de S. Enteritidis i 

cultius de cèl·lules Caco-2 estimulades amb TNFα.  

 En el model dels co-cultius estimulats amb LPS, el S-βGM incrementa 

la producció d’IL-10 i disminueix la de TNFα però no reverteix 

l’obertura de la via paracel·lular.  

 En el model de cèl·lules Caco-2 estimulades amb TNFα, el S-βGM 

tampoc exerceix cap efecte beneficiós sobre la permeabilitat 

paracel·lular.  

4. Investigar el paper de la combinació de S-βGM amb el probiòtic L. 

plantarum en la prevenció de la disrupció de la funció epitelial de 

barrera en els dos models d’inflamació descrits a l’objectiu anterior. 

 L’addició de la combinació de S-βGM i L. plantarum als cultius de 

cèl·lules Caco-2 no estimulades redueix la permeabilitat paracel·lular.   

 L’addició de L. plantarum als co-cultius estimulats amb LPS i als cultius 

estimulats amb TNFα no reverteix l’obertura de la via paracel·lular. 
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 L’addició de L. plantarum als co-cultius estimulats amb LPS 

incrementa la producció d’IL-6.  

 El S-βGM estimula el creixement del L. plantarum. 

 La combinació de S-βGM i L. plantarum incrementa la producció d’IL-

10 i IL-6 i en disminueix la de TNFα en els co-cultius estimulats amb 

LPS. 

 La combinació de S-βGM i L. plantarum reverteix l’obertura de la via 

paracel·lular en els co-cultius estimulat amb LPS i en els cultius 

estimulats amb TNFα.  

La capacitat de la combinació d’ambdos productes per a protegir la funció 

epitelial de barrera es podria explicar per la modulació de la secreció de 

citocines implicades en la regulació de la unió estreta. A més a més, el fet que 

el S-βGM estimuli el creixement de L. plantarum li atorga un valor addicional 

com a simbiòtic. 

 

Així doncs, el S-βGM, un MOS ric en βGM, exerceix uns efectes beneficiosos 

sobre la funció intestinal de barrera que permeten considerar-lo un bon 

candidat com a alternativa als AGP.  
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