G D >

Cite

this article:

A. Bondar,

V. Macari,

V. Rudic,

Ghe. Pistol,

V. Putin,

Ana Rotaru,
Tatiana Chiriac,
Carmen Solcan.
Effects of
Spirulina
platensis
extract (Zoobior2)
onintestinal
mucosa in laying
hens.

Rom J Vet
Med Pharm.
2023; Vol. VIll
39(1):18-24.

STUDY Effects of Spirulina platensis extract (Zoobior2) on intestinal mucosa in laying hens
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Spirulina platensis este o microalgd cu activitate biologicd antioxidanta, imunomodulatoare si anti-
inflamatoare, iar, in prezent, este utilizata pentru a produce suplimente nutritive bogate in proteine, acizi
grasi esentiali, vitamine si minerale. Studiul de fata isi propune sa demonstreze impactul produsului
ZooBioR (obtinut din Spirulina platensis) asupra sanatatii si, in special, asupra histologiei duodenului,
jejunului, ileonului si cecumului la gainile oudtoare, in prima perioadd tehnologicd de ouat. ZooBioR2 este
un preparat complex natural, constituit dintr-o combinatie de extracte de compusi biologic activi derivati
din cianobacteria Spirulina (Arthrospira) platensis. Acesta contine aminoacizi liberi si oligopeptide
(4,5-10%), proteine (45-50%), polizaharide (15-20%), fosfollplde(pana la 0,25%), seIenlu (25- 50mcg)5|
zinc (2,5-5mg). Experimentul a fost realizat pe 5 loturi de gaini (de 14 pasan/grup) in 4 grupuri din 5,
hrana a fost suplimentata cu ZooBioR2 (ZBR2) in doze diferite (5; 10; 15 si 20 mg de substantd activa/kg
de furaj). Includerea in alimentatie a ZBR2 a determinat o scadere a inaltimii vilozitatilor intestinale si a
scazut adancimea criptelor. Scaderea adancimii criptelor este un indicator al unei rate mai mari de turn-
over a tesutului epitelial. Grosimea stratului muscular al duodenului si al cecumului a fost semnificativ
mai micd in grupurile experimentale decét in cele de control. Aceste modificari morfologice ale mucoasei
intestinale ar putea fi implicate intr-o digestibilitate mai bund a furajelor.

— Spirulina platensis, promotori de crestere, gaini
ouatoare, intestin, histologie
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Spirulina platensis is a microalga with biological activity as antioxidant, immunomodulatory, and
antiinflammatory and nowadays is used to produce nutritional supplementsrich in proteins, essential fatty
acids, vitamins and minerals.The current study aims to prove the impact of the product ZooBioR2 (obtained
from Spirulina platensis) on health, and especially on the histology of duodenum, jejunum, ileum
and cecum in laying hens, in the first technological period of laying. The experiment was performed on 5
groups of hens (of 14 birds/group). In 4 out of 5 groups, feed was supplemented with ZooBioR2 (ZBR2) in
different doses (5; 10; 15 and 20 mg active substance/kg feed). ZooBioR2 is a natural complex preparation
consisting of a combination of extracts of biologically active compounds derived from the cyanobacterium
Spirulina (Arthrospira) platensis. It contains free amino acids and oligopeptides (4.5-10%), pro-
teins (45-50%), polysaccharides (15-20%), phospholipids (up to 0.25%), selenium (25-50mcg) and zinc
(2.5-5mg). Inclusion in the diet of ZBR2 have determined a decrease of height of intestinal vilosities and
decreased the depth of the crypts.The decrease of crypts depth is an indicator of a higher rate of turn-over
of epithelial tissue. The thicknes of muscular layer of duodenum and cecum was significantly smaller in
the experimental groups than in control. All these morphological changements of intestinal mucosa could

be involved in a better digestibility of the fodder.

N\

histology

Spirulina platensis, growth promoters, laying hens, intestine,
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INTRODUCERE

Promotorii de crestere non-antibiotici includ aci-
difianti, probiotice, prebiotice, fitobiotice, enzime
furajere, imunostimulatori si antioxidanti care au
castigat recent atentie!'" 2. Acestea au in structu-
rile majoritatii plantelor mai multe componente
bioactive importante, cum ar fi alcaloizi, amareli,
flavonoide, glicozide, mucilagii, saponine, taninuri
fenoli, acizi fenolici, guinone, cumarine, terpenoizi,
uleiuri esentiale, lectine si polipeptide!? 28 30,31,
Spirulina platensis este o cianobacterie care este,
in general, considerata o sursa bogata de proteine,
acizi grasi esentiali, vitamine si minerale. Spiruli-
na a fost utilizatd In mod traditional ca nutrient
pentru oameni de sute de ani. Spirulina este, de
asemenea, cunoscutd ca fiind bogata in tiamina,
riboflaving, piridoxina, vitamina B 12, vitamina C,
acid gama linoleic, ficocianine, tocoferoli, clorofila,
B-caroten si carotenoizi" 9. Pana de curéand, inte-
resul pentru Spirulina a fost determinat, in princi-
pal, de valoarea sa nutritiva. Cu toate acestea, in
ultimii ani s-a constatat ca are multe proprietati
farmacologice. Numeroase studii preclinice si
clinice sugereaza mai multe efecte terapeutice,
de la scaderea colesterolului si a tumorilor si pana
la imbunatatirea sistemului imunitar, o crestere a
lactobacililor intestinali, reducerea nefrotoxicitatii
dupa expunerea la metale grele sau medicamente
si protectie impotriva radiatiilor 7 %), Spirulina
este, de asemenea, binecunoscutad pentru pro-
prietatile sale antioxidante, care sunt atribuite
unor molecule precum ficocianina, beta-carote-
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nul, tocoferolul®34. S-a demonstrat ca spirulina
Tmbunatateste functia imunitara, reproducerea si
a fost utilizatd cu o frecventa ridicata in intreaga
lume ca o componenta de calitate in hrana pentru
puii de carne pentru imbunatatirea calitatii carnii
si a culorii galbenusului de ou®337),

Epiteliul intestinal actioneaza ca o bariera natura-
| impotriva bacteriilor patogene si a substantelor
toxice care sunt prezente in lumenul intestinal.
Acesti factori de stres provoaca tulburari ale mi-
croflorei normale si a epiteliului intestinal, care pot
altera permeabilitatea acestei bariere naturale,
facilitdnd invazia agentilor patogeni si a substan-
telor nocive, alterdnd metabolismul, capacitatea
de digestie si de absorbtie a substantelor nutritive
si conducénd la instalarea proceselor inflamatorii
cronice ale mucoasei intestinale®®. Prin urmare,
se produce o reducere a vilozitatilor, o scaddere a
activitatii digestive si de absorbtie a enterocitelor.
Yoshida si Hoshii (1980) au administrat Spirulina
n diferite cantitati la puii in crestere, cu rezultate
satisfacatoare la niveluri cuprinse intre 5% si 10%
n furaj. Efectele prebiotice se bazeaza pe redu-
cerea multor bacterii intestinale patogene sau
nepatogene datoritd scaderii pH-ului ca urmare
a cresterii sintezei de acid lactic in cecum® 25 3%,
Unele bacterii pot recunoaste situsurile de legare a
moleculelor casi cum ar fi pe mucoasa de la supra-
fata, iar colonizarea intestinala de catre bacteriile
patogene este, astfel, redusa. Prin urmare, exista
o incidentd mai scazuta a proceselor infectioase
si a functiilor de secretie, digestie si absorbtie a
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nutrientilor care pot fi indeplinite in mod cores-
punzator de mucoasa™. Pana in prezent, efectul
microalgelor asupra morfologiei intestinale nu a
fost studiat la pasarile din tara noastra.

MATERIAL S1 METODE

Experimentul a fost realizat intr-o ferma de gaini
ouatoare. Obiectivul cercetarii a fost axat pe stu-
diul suplimentului nutritional - ZooBioR2 (ZBR2),
precum si pe influenta acestui remediu asupra
gainilor ouatoare tinere. ZBR2 este un remediu na-
tural complex, care contine compusi biologic activi
derivati din cianobacteria Spirulina (Arthrospira)
platensis (SP). Acesta contine: aminoacizi, inclusiv
cei imunoactivi liberi si ca parti componente ale
peptidelor si proteinelor; polizaharide; polizahari-
de sulfatate; fosfolipide si oligoelemente zinc si
seleniul? 39 Cercetarile au fost efectuate, timp
de 60 de zile, pe 70 de gdini oudtoare de 23 de
saptamani din hibridul Braun-Nic, impartite in 5
loturi, fiecare cu cate 14 pasari. Pasarile incluse in
cercetare au fost analoage din punct de vedere
al varstei, starii fiziologice, provenientei, greutatii
corporale, fiind cazate in aceeasi hal3, cu aceleasi
conditii de mediu si supraveghere veterinara. Pe
parcursul experimentului, pasarile au fost moni-
torizate si evaluate din punctul de vedere al starii
de sanatate. Totodata, obiectivul cercetarii a fost
evaluarea efectului produsului ZBR2, administrat
la pasari, asupra morfologiei mucoasei intestinale.
Produsul ZBR2 a fost administrat in doze diferite,
conform schemei experimentale, din tabelul 1.

Tabelul 1. Protocolul
de administrare a ZBR2

Lotul No of birds | Mod de Doza,
administrare | mg/kg
furaj
Martor 14
Experimental 1 | 14 Zilnic, 5
Experimental2 | 14 peros 10
in furaj
Experimental 3 | 14 15
Experimental 4 | 14 20

Pentru a evalua starea de sanatate, la inceputul
experimentului si ulterior, pasarile au fost exa-
minate clinic. La sfarsitul experimentului, gainile
au fost eutanasiate prin dislocare cervicala. Pro-
bele de tesut din duoden, jejun, ileon si cecum
de la toate loturile experimentale si de la lotul
martor au fost supuse analizei morfometrice,
dupa fixarea cu formaldehida 4%, includerea
in parafina si colorarea cu hematoxilind-eozina
(HE), hematoxilina-eozina-alcian albastru (HEA)
si PAS.

Effects of Spirulina platensis extract (Zoobior2) on intestinal mucosa in laying hens

Analiza statistica. Rezultatele morfometriei mu-
coasei intestinale au fost prelucrate statistic prin
intermediul testului ANOVA, pentru a evidentia
semnificatia diferentelor intre toate loturile, urmata
de testul Fisher si testul t al lui Student pentru
a cuantifica diferentele semnificative intre lotul
martor si fiecare lot experimental. Diferentele au
fost considerate semnificative cand p<0,05. Toate
datele au fost analizate automat pe calculator cu
ajutorul pachetului software Microsoft Office 2010
(Microsoft Inc., SUA).

REZULTATE SI1 DISCUTII

Structura microscopicd generald a fost tipica
pentru fiecare sectiune analizata. O trasatura spe-
cifica a duodenului a fost prezenta vilozitatilor in
forma de frunze si a criptelor drepte, longitudinale
(Fig. 1 D). n jejun, vilozitatile au un aspect digiti-
form, iar criptele sunt predominant longitudinale
(Fig. 1 J). Vilozitatile din cecum sunt scurte si de
forma conica, in timp ce criptele sunt ramificate
si mai superficiale in comparatie cu celelalte seg-
mente (Fig. 1C). Interiorul vilozitatilor si spatiile
dintre cripte sunt ocupate de tesut conjunctiv,
care contine numeroase vase sanguine si celule
imunitare - limfocite si plasmocite. Nu au existat
diferente semnificative intre diferitele sectiuni
examinate din aceeasi zona intestinala pe parcur-
sul experimentului. Tunica submucoasa si tunica
musculard aveau o structura tipica. Rezultatele
sintetizate ale analizei morfometrice intestinale
sunt prezentate in tabelul 2. Parametrii morfome-
trici care caracterizeaza arhitectura mucoasei au
variat usor intre lotul martor si cele experimenta-
le (cu adaos de ZBR2). S-au constatat diferente
semnificative din punct de vedere statistic in ceea
ce priveste lungimea vilozitatilor si adancimea
criptelor in duoden, jejun, ileon si cecum intre
loturile experimentale si lotul martor.

Includerea in alimentatie a ZBR2 a determinat
scaderea naltimii medii a vilozitatilor in toate
segmentele intestinale, fiind cea mai semnifica-
tiva (p = 0,011) Tn cecum. Dieta cu ZBR2 a avut
tendinta de a reduce adéncimea criptelor, cea
mai semnificativa fiind in duoden (p = 0,065).
Raportul dintre inaltimea vilozitatilor si adan-
cimea criptelor nu a prezentat nicio diferenta
semnificativa. Grosimea tunicii musculare a fost
semnificativ mai mica la loturile experimentale,
in special E3 si E4, in comparatie cu martorul,
rezultatele fiind cele mai semnificative la duoden
(p = 0,001) si cecum (p = 0,004). S-au observat
putine enterocite cu semne de apoptoza la toate
loturile experimentale.

Diametrul vilozitatilor a scazut semnificativ la
loturile experimentale (E2-E4)in duoden, jejun si
cel mai semnificativinileon la lotul E4 (p = 0,008),
si nesemnificativ in cecum.
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Tabelul 2. Valorile morfometrice ale mucoasei intestinale in timpul
experimentului (pm)

Segmentul Lotul Grosimea Glandele inéltimea Diametrul
intestinal musculoasei Lieberkuhn vilozitatilor vilozitatilor
Duoden C 181,2+32 267,2+33 1266+188 338,6+49
LE1 172,3+37 256,4+36 1161+194 165,432
LE2 154,724 247,8+28 1050+162 149,2+28"
LE3 143,8+27" 225,2+30 935,8+113" 142,6+25"
LE4 134,6+24" 194,4+26™ 898,6+97" 114,2+18"
Jejun C 295,3+61 292,8+38 883,4+83 247,431
LE1 281,654 254,4+31 758,2+82 170,220
LE2 270,4+63 183,6+24" 812,9+77 163,6+22"
LE3 264,6+51" 241,8+32 789,4+89" 153,9+19"
LE4 244,6+48" 212,4+27" 730,373 143,117
lleon C 258,657 200,7+32 716,8+62 171,3%21
LE1 236,4+43 182,6+23 695,6+68 148,8+27
LE2 220,3+38" 179,4+26 678,2+62 130,8+20
LE3 224,6+43 163,8+28" 640,2+70" 122,6+17"
LE4 204,2+34" 147,327 564,6+62" 110,2+19"
Cecum C 368,7+56 346,5+48 432,8+48 233,2+36
LE1 255,747 297,6%52 345,641 219,729
LE2 215,3+39 288,5+38 260,2+32 234,3+27
LE3 184,427 271,4+38" 198,4+28" 221,7+24
LE4 107,519 241,8+26™ 154,4+18" 211,529

C= lot martor (control), LE= lot experimental; *= (p<0.05), **=foarte semnificativ (p<0.01)

DISCUTII

Toyomizu si col.(2001) au raportat ca au obtinut
rezultate destul de asemanatoare prin utilizarea
S. platensis la puii de carne, in doze de 40 si 80
g/kg furaj. Ross si Dominy (1990), Mariey et al.,
(2012) au raportat, de asemenea, c3, la pasarile
hranite cu adaos de Spirulina in dieta, s-au ob-
tinut efecte benefice asupra performantelor de
productivitate. Cresterea intensiva a pasarilor
este Tnsotita de stres, care are un impact negativ
asupra imunitatii si performantei productive. Rata
metabolica ridicata in timpul hranirii intensive este
Tnsotita de o crestere a productiei de radicali liberi
si orice dezechilibru intre sinteza si eliminarea
acestora culmineaza cu stresul oxidativ, care poate
afecta celulele si tesuturile? 22, Prin urmare, in
conditii de stres oxidativ, exista o cerere crescuta
de antioxidanti pentru a reduce efectele nocive
ale radicalilor liberi asupra sistemului imunitar.
Este interesant faptul ca hranirea cu antioxidanti
naturali, mai degraba decét sintetici, este benefica
pentru bunastarea animalelor si siguranta consu-
matorilor® 29 Algele verzi-albastre S. platensis
au fost considerate un produs antioxidant natu-
ral si imunostimulator adecvat pentru oameni si
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animale, cu mai putine efecte secundare si mai
eficient din punct de vedere al costurilor decat
produsele sintetice!? 319

S. platensis este o sursa alternativd adecvata de
proteine in dietele pentru cresterea puilor putand
Tnlocui soia in proportie de pana la 50%. Cu toate
acestea, nivelul de baza al aminoacizilor nu a fost
suficient pentru a crea raspunsuri biologice inter-
pretabile statistic. A fost necesar un supliment cu
aminoacizi pentru un spor imbunatatit al cresterii
atunci cand soia a fost inlocuita in proportie de
50% cu Spirulina®®).

Masuratorile morfometrice ale lungimii vilozi-
tatilor si ale adancimii criptelor intestinale sunt
utilizate pe scara larga, fiind considerate printre
factorii care contribuie la mentinerea homeostaziei
intestinale'?. Lungimea vilozitatilor este un factor
important care determina suprafata de absorbtie
a intestinului si, In consecinta, eficienta absorb-
tiei nutrientilor”. In plus, raportul vilozitati-cripte
este corelat cu ciclul de exfoliere si regenerare a
epiteliului intestinal.

Reilly et al. (2008) au suplimentat dieta purceilor
cu Laminaria digitata in alimentatie si au obtinut
vilozitati semnificativ mai scurte in duoden sijejun,
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Literele din coltul din dreapta sus indica segmentul intestinal: D= duoden; J= jejun; I=ileon; C= cecum. Literele din coltul
din stdnga jos marcheaza loturile: C= martor (control); E1-E4= experimental

Figura 1. Duoden (D). Lotul martor (C) - Vilozitati in forma de frunze si cripte drepte, longitudinale. Col. HEAx100; E1.
Indltimea vilozitdtilor si diametrul acestora este mai mic decat la lotul martor. HEA x100. E2. PAS x40. E3. PAS x100. E4. HEA

x100

Jejun (J). Lot C. Vilozitatile au un aspect digitiform, iar criptele sunt predominant longitudinale. HEA x40. E1. PAS x40.
Vilozitdtile sunt mai mici decat in duoden. E2. HEA x100. E3 HEA x100. E4. PAS x100. Vilozitdtile au un aspect digitiform, iar
criptele sunt predominant longitudinale. Grosimea musculoasei a scazut progresiv de la lotul C la lotul E4.

lleon (1). Lot C. HEAx100. E1 PAS x100. E2 HEx40. E3. PAS x100. E4 PAS x100.

Cecum (C). Lot C, HE x400. E1 PAS x400. E2 HEA x400. E3 PAS x100. Aglomerari de foliculi limfoizi in submucoasa. E4. PAS
x100. Infiltratii limfoide subepiteliale si interglandulare. Vilozitdtile cecumului sunt scurte si de formd conicd, in timp ce
criptele sunt ramificate si mai superficiale in comparatie cu celelalte segmente intestinale.

comparativ cu lotul martor. Acest rezultat nu este
n concordanta cu observatiile lui Furbeyre et al.
(2017) care au constatat o crestere a lungimii
vilozitatilor si a adancimii criptelor in tesuturile
jejunale siileale atunci cand au fost utilizate in die-
tele pentru purcei S. platensis si Chlorella vulgaris.

In studiul nostru, S. platensis nu a avut un efect
semnificativ asupra lungimii vilozitatilor si adéan-
cimii criptelor duodenale. Trebuie avut in vedere
faptul ca digestia are loc, la pasari, in partea supe-
rioard a intestinului subtire, respectiv in duoden,
iar nutrientii eliberati sunt absorbiti, in principal,
in partea inferioara a intestinului subtire. In conse-
cintd, cea mai mare parte a absorbtiei de nutrienti
are locn jejun siileon®?, care ar putea fi afectata
atunci cand ambele valori, si anume lungimea
vilozitatilor si adéncimea criptelor, sunt reduse.
In plus, adancimea mai mica a criptelor este un
indicator al ratei de reinnoire a tesutului epitelial.

S-a observat o relatie intre tipul de alimentatie si
grosimea tunicii musculare in intestinul pasarilor.
Nivelul de de aminoacizi din dietele cu S. platensis
a condus la o scadere semnificativa a grosimii tu-
nicii musculare in duoden si jejun. Aceasta poate
indica o motilitate mai scazutd a intestinului®.
Motilitatea intestinald mai scazuta ar putea fi con-
siderata un factor care ofera mai mult timp pentru
procesele de digestie si absorbtie. Este important
de subliniat faptul ca nu s-au observat diferente
notabile in ceea ce priveste sdndtatea generala
intre lotul martor si cele experimentale. Adaosul
de S. platensis in ratie nu a afectat sanatatea ga-
inilor ouatoare.

CONCLUZII

Includerea in ratie a extractului de S. platensis
ZBR2 a determinat o scadere a inaltimii vilozitatilor
intestinale si a scazut adancimea criptelor in toate
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segmentele intestinale. O scadere a adancimii
criptelor este un indicator al unei rate mai mari de
reinnoire a tesutului epitelial si ar putea fi implicata
intr-o mai buna digestibilitate a furajelor.
Grosimea stratului muscular al duodenului si al
cecumului a fost semnificativ mai mica la loturile
experimentale comparativ cu lotul martor, fiind,
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