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Resumo 
 

BRASIL, Carolina Litchina. Avaliação da silagem de colostro equino e potencial 
probiótico de Lacticaseibacillus casei P054 oriundo de colostro bovino. 2021. 
104f. Tese (Doutorado em Ciências Biológicas) – Programa de Pós-Graduação em 
Microbiologia e Parasitologia, Instituto de Biologia, Universidade Federal de Pelotas, 
Pelotas, 2021. 
 
A fermentação é um processo para obter energia sem a presença de gás oxigênio, a 
fermentação anaeróbica do colostro (silagem de colostro) é uma opção de 
acondicionamento e manutenção dos constituintes nutricionais desse alimento sem 
necessidade de resfriamento. A importância da silagem de colostro é que a 
manutenção de características físicas e químicas para obter o colostro in natura, como 
também a presença de microrganismos com potencial probiótico. Neste contexto, o 
presente estudo objetivou em avaliar a silagem de colostro equino e testar a atividade 
probiótica in vitro de Lacticaseibacillus casei P054 oriundo de colostro e silagem de 
colostro bovino.  Os resultados evidenciaram que L. casei P054 tolerou as diferentes 
condições adversas, não havendo redução de seu crescimento celular. Observou-se 
também que o isolado demonstrou atividade antagonista frente aos patógenos 
testados, todos os antimicrobianos testados, com exceção da sulfonamida e 
sobreviveu ao trânsito gastrointestinal simulado. Os resultados permitem sugerem que 
o isolado L. casei P054 apresenta potencial probiótico in vitro. Posteriormente, bovinos 
(n=10) receberam por via oral uma suspensão de 4×109 UFC de L. casei. Bovinos do 
grupo controle (n=10) receberam 20 mL de solução PBS. Os animais foram tratados 
diariamente durante 35 dias. Cinco dias após o início dos tratamentos, os bovinos 
foram vacinados com vacina comercial contra IBR, sendo revacinados 21 dias após a 
primeira dose. A estimulação in vitro de esplenócitos bovinos com L. casei P054 
evidenciou significativo aumento dos níveis de transcrição do mRNA de IL2, IL4, IL10 
e IL17 quando comparado ao controle estimulado com Concanavalina. Observou-se 
que a partir de sete dias, após a primeira dose de vacina até o final do experimento, o 
grupo de animais que recebeu suplementação, evidenciou níveis superiores de IgG 
anti-BoHV-1 (p<0,05). Adicionalmente, os níveis de transcrição de mRNA para IL2, 
IL4, IL10 e IL17 em células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) dos animais 
suplementados foram superiores aos animais controle (p<0,05). Trinta e cinco 
amostras de colostro equino foram coletadas e avaliadas quanto as características 
físico-químicas, microbiológicas e concentração de imunoglobulina G. Para 
elaboração da silagem, o colostro foi acondicionado em frascos esterilizados e a 
fermentação foi avaliada no período de 21 a 730 dias. Todavia, verificou-se que um 
dos limitantes para o emprego da técnica é a quantidade de colostro produzida pela 
fêmea. Portanto, os resultados demonstram que a fermentação anaeróbica do colostro 
equino até 365 dias mante os constituintes colostrais avaliados semelhantes ao 
colostro in natura e L. casei P054 tem potencial como probiótico in vitro e induz efeito 
imunomodulador em esplenócitos bovino, por isso, a suplementação de bovinos com 
L. casei P054 tem efeito como modulador na resposta imune contra a vacina BoHV-
1. 
 
Palavras-chave: Alimentação; Bovino; Fermentação anaeróbica; Silagem de 
colostro; Sistema imunológico.



Abstract 
 
BRASIL, Carolina Litchina. Evaluación del ensilaje de calostro equino y el 
potencial probiótico de Lacticaseibacillus casei P054 a partir de calostro bovino. 
2021. 104f. Thesis (Doctor degree in Biological Sciences) – Programa de Pós-
Graduação em Microbiologia e Parasitologia, Instituto de Biologia, Universidade 
Federal de Pelotas, Pelotas, 2021. 
 
Fermentation is a process to obtain energy without the presence of oxygen gas, the 

anaerobic fermentation of colostrum (colostrum silage) is an option for packaging and 

maintaining the nutritional constituents of this food without the need for cooling. The 

importance of colostrum silage is that the maintenance of physical and chemical 

characteristics to obtain colostrum in natura, as well as the presence of 

microorganisms with probiotic potential. In this context, the present study aimed to 

evaluate equine colostrum silage and test the in vitro probiotic activity of 

Lacticaseibacillus casei P054 from colostrum and bovine colostrum silage. The results 

showed that L. casei P054 tolerated different adverse conditions, with no reduction in 

its cell growth. It was also observed that the isolate showed antagonist activity against 

the tested pathogens, all antimicrobials tested, with the exception of sulfonamide and 

survived the simulated gastrointestinal transit. The results suggest that the isolate L. 

casei P054 has probiotic potential in vitro. Subsequently, cattle (n=10) received orally 

a suspension of 4×109 CFU of L. casei. Control group cattle (n=10) received 20 mL of 

PBS solution. The animals were treated daily for 35 days. Five days after the beginning 

of the treatments, the cattle were vaccinated with commercial vaccine against IBR, 

being revaccinated 21 days after the first dose. In vitro stimulation of bovine 

splenocytes with L. casei P054 showed a significant increase in IL2, IL4, IL10 and IL17 

mRNA transcription levels when compared to control stimulated with Concanavalin. It 

was observed that from seven days after the first dose of vaccine until the end of the 

experiment, the group of animals that received supplementation showed higher levels 

of anti-BoHV-1 IgG (p<0.05). Additionally, mRNA transcription levels for IL2, IL4, IL10 

and IL17 in peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from supplemented animals 

were higher than control animals (p<0.05). Thirty-five equine colostrum samples were 

collected and evaluated for physicochemical, microbiological and immunoglobulin G 

concentration. However, it was found that one of the limitations for the use of the 

technique is the amount of colostrum produced by the female. Therefore, the results 

demonstrate that the anaerobic fermentation of equine colostrum up to 365 days 

maintains the evaluated colostral constituents similar to in natura colostrum and L. 

casei P054 has potential as a probiotic in vitro and induces an immunomodulatory 

effect in bovine splenocytes, therefore, supplementation of cattle with L. casei P054 

has an effect as a modulator in the immune response against the BoHV-1 vaccine. 

 
Keywords: Food; Bovine; Anaerobic fermentation; colostrum silage; Immune system.
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1 Introdução 1 

 2 

A produção de colostro ocorre no início da lactação, e esta depende de fatores 3 

hormonais, principalmente da secreção de progesterona. Dessa forma, o colostro não 4 

é importante apenas para o fornecimento de anticorpos, mas também de nutrientes, 5 

hormônios e fatores de crescimento (SANTOS & ZANINE, 2006).  6 

O colostro pode ser produzido tanto alguns dias, como algumas horas antes do 7 

parto. A secreção do colostro ocorre de uma só vez e a sua retirada antes do parto 8 

pode reduzir a quantidade de imunoglobulina necessária ao recém-nascido 9 

(SAAFELD et al., 2014; BATISTA et al., 2016; MALDONADO & NADER-MACIAS, 10 

2016). 11 

No decorrer da gestação ocorrem também, na glândula mamária, mudanças na 12 

composição da secreção do colostro, com a proximidade do parto. Dentre as 13 

alterações citam-se: concentração dos eletrólitos (principalmente cálcio, magnésio, 14 

sódio e potássio), alteração do pH e concentração de imunoglobulinas (CANISSO et 15 

al., 2013). 16 

Algumas situações impedem o consumo do colostro pelo neonato 17 

imediatamente após o parto, seja por dificuldade ou incapacidade de ingestão, ou 18 

ainda por falha de produção por parte da fêmea, necessitando o fornecimento de uma 19 

fonte externa de colostro. Trabalhos conduzidos com colostro visam adequar 20 

melhores condições de armazenamento, substituindo o colostro in natura 21 

(SAALFELD, 2008). 22 

A fermentação e o acondicionamento anaeróbico do colostro surgiram como 23 

uma opção de uso e manutenção da concentração de imunoglobulinas, sem a 24 

necessidade de resfriamento e com resultados promissores estudados em bovinos. 25 

Todavia, para espécie equina, ainda não há descrição da técnica e de sua utilização. 26 

Saalfeld (2008) estudou a silagem de colostro em bovinos como forma de 27 

aproveitamento do excesso de colostro produzido pela fêmea bovina, aumentando a 28 

conservação, ao armazenamento e a qualidade do colostro. 29 

Durante pesquisas desenvolvidas por um conjunto de alunos de microbiologia 30 

do Departamento de Microbiologia e Parasitologia, Centro de Desenvolvimento 31 

Tecnológico, Departamento de Veterinária Preventiva e Centro de Controle de 32 

Zoonoses da Universidade Federal de Pelotas, foi possível verificar que o colostro 33 

bovino fermentado anaerobicamente (silagem do colostro) manteve as características 34 
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físico-químicas e outros constituintes do colostro in natura (SAALFELD et al., 2013), 35 

bem como a concentração de imunoglobulinas (SAALFELD et al., 2014). Desta forma, 36 

considerado um alimento adequado à alimentação animal. Adicionalmente, a 37 

avaliação microbiológica do produto revelou que após 21 dias de fermentação, 38 

bactérias patogênicas de interesse na saúde animal não foram mais detectadas, 39 

restando viáveis apenas bactérias ácido láticas (BAL), incluindo os gêneros 40 

Lactobacillus e Enterococcus com provável potencial probiótico (SAALFELD et al., 41 

2013). 42 

Os probióticos são tipicamente, embora não necessariamente, bactérias 43 

comensais. Geralmente são geralmente BAL, mais comumente espécies de 44 

Lactobacillus, Bifidobacterium, Lactococcus, Streptococcus e Enterococcus, bem 45 

como algumas cepas de Escherichia coli não patogênicas também são descritas como 46 

probióticos (BORCHER et al., 2009).  47 

Ao nascer, o intestino dos animais apresenta-se estéril e a formação e 48 

composição da microbiota do trato gastrointestinal é estimulada logo após o parto, 49 

sendo induzida nas primeiras ingestas alimentares (UYENO et al., 2015). De acordo 50 

com Qadis et al. (2014) a formação dessa microbiota intestinal nas primeiras semanas 51 

de vida é importante para a constituição de um sistema imunológico viável. 52 

Os mecanismos de ação dos probióticos incluem fatores que aprimoram as 53 

defesas naturais do organismo, como a alteração da microbiota intestinal, 54 

fortalecimento e modificação da barreira intestinal, produção de compostos com 55 

atividades anti-microbianas e modulação da resposta imune (THOMAS & 56 

VERSALOVIC, 2010).  57 

Estudos demonstram que a utilização de probióticos como suplemento 58 

alimentar para ruminantes pode colaborar para uma maior produtividade na saúde 59 

desses animais, uma vez que confere maior capacidade de modulação da resposta 60 

imune além de alterar a microbiota ruminal (ABD EL-TAWAB et al. 2016; MANI et al. 61 

2021; SANTOS et al. 2020). 62 

A questão-problema é: qual o resultado da suplementação de bonivos com 63 

Lacticaseibacillus casei P054 e o efeito da fermentação anaeróbica do colostro 64 

equino? A hipótese é que a atividade probiótica in vitro de Lacticaseibacillus casei 65 

P054 tem efeito de imunomodulador como um suplemento aos ruminantes e a silagem 66 

de colostro em equinos resulta em aumento da conservação, do armazenamento e da 67 

qualidade do colostro. 68 
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A justificativa para essa pesquisa é devido à importância na divulgação de 69 

pesquisas para a área de Microbiologia e Parasitologia, assim, o estudo evidencia 70 

suplementação de bonivos, potencial probiótico e imunomodulação de 71 

Lacticaseibacillus casei P054, silagem de colostro equino, composição do colostro 72 

equino in natura, fermentação anaeróbica do colostro equino. Promovendo a 73 

sociedade e área acadêmica estudos de casos com ruminantes e equinos, além de 74 

apresentação de bibliografia para um maior entendimento à área. 75 
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2 Objetivos 1 

 2 

2.1 Objetivo Geral 3 

 4 

Avaliar a composição do colostro equino in natura e silagem de colostro equino, 5 

e investigar a atividade probiótica in vitro de Lacticaseibacillus casei P054. 6 

 7 

2.2 Objetivos Específicos 8 

 9 

 Avaliar a silagem de colostro equino em distintos períodos de 10 

fermentação. 11 

 Determinar as características físico-químicas, a composição 12 

microbiológica e imunológica do colostro equino in natura e da silagem de colostro. 13 

 Explicar o comportamento das características físico-químicas em 14 

distintos períodos de fermentação anaeróbica do colostro equino. 15 

 Verificar in vitro o potencial probiótico de Lacticaseibacillus casei P054 16 

de colostro e silagem de colostro bovino. 17 

 Avaliar a capacidade de imunomodulação de Lacticaseibacillus casei 18 

P054 em esplenócitos bovino. 19 

 Investigar o efeito imunomodulador da suplementação com 20 

Lacticaseibacillus casei P054 em bovinos. 21 
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3 Revisão de Literatura  1 

 2 

3.1 Colostro 3 

 4 

Estes animais são dependentes da secreção láctea produzida pela mãe ao 5 

nascimento, uma vez que não há passagem de anticorpos pela via placentária. O 6 

colostro é denominado como a primeira secreção láctea, que é um produto sintetizado 7 

pela glândula mamária e de elementos oriundos da corrente sanguínea, 8 

principalmente as imunoglobulinas (FOLEY & OTTERBY, 1978; MORRIL et al., 2012).  9 

Uma das mais importantes funções do colostro é fornecer proteção imunológica 10 

e nutrição adequada para o recém-nascido (HOWE, 1921; SMITH & LITTLE, 1922; 11 

GODDEN, 2009). O colostro é rico em proteínas, imunoglobulinas, minerais, vitaminas 12 

e substâncias bioativas (FOLEY & OTTERBY, 1978; GEORGIEV, 2005; KEHOE et 13 

al., 2007; GODDEN, 2009; LIERMANN et al., 2020). 14 

A absorção das imunoglobulinas do colostro ocorre no epitélio intestinal do 15 

recém-nascido por um processo ativo em que as moléculas são transportadas pelos 16 

enterócitos até atingirem a membrana basal, onde são absorvidas integralmente 17 

durante as primeiras horas de vida (QUIGLEY, 2004). Os níveis de imunoglobulina 18 

alcançam um pico de concentração sérica entre 12 e 48 horas de vida, sendo que 19 

após esse período a concentração média das imunoglobulinas tende a decrescer em 20 

decorrência do catabolismo (PAULETTI et al., 2005). O nível sérico de 21 

imunoglobulinas encontrado nos recém-nascidos, após receberem o colostro, pode 22 

ser afetado pelo tempo decorrido do nascimento até a primeira ingesta e pela 23 

concentração de imunoglobulinas ingeridas (MORIN et al., 1997; PRIESTLEY et al., 24 

2013). 25 

O colostro é estéril quando é excretado dos alvéolos mamários, porém à 26 

medida que passa pelos condutos do úbere pode sofrer diversas contaminações, 27 

podendo ser uma fonte de exposição a micro-organismos patogênicos para o recém-28 

nascido (MCGUIRK & COLLINS, 2004; STEWART et al., 2005; GODDEN, 2009). A 29 

primeira secreção láctea também possui propriedades laxativas, que contribuem para 30 

a eliminação dos resíduos acumulados no intestino do feto durante a fase final da 31 

gestação, sob a forma de massa escura e viscosa conhecida como mecônio (SILVA 32 

et al., 2013).  33 
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Contudo, essa primeira secreção láctea é indispensável para o recém-nascido, 34 

pois, apresenta grande importância nutricional e auxílio na maturação do trato 35 

gastrointestinal, ainda confere imunidade passiva pela ingestão de imunoglobulinas 36 

(TAHMASBI et al., 2014; TIZARD, 2002).  37 

 38 

3.1.1 Colostro equino 39 

 40 

A espécie equina tem como característica a composição de uma placenta 41 

corioalantóide, a qual possibilita somente a passagem de pequenas moléculas, como 42 

aminoácidos e eletrólitos. As imunoglobulinas - moléculas grandes - não conseguem 43 

ultrapassar a barreira placentária. Dessa forma, os potros nascem 44 

agamaglobulinêmicos ou hipogamaglobulinêmicos, e assim dependem totalmente do 45 

colostro materno para adquirirem imunidade após o nascimento (JEFFCOTT, 1974; 46 

MCGUIRE et al.,1975; KOTERBA et al.,1990; LANG et al., 2007). 47 

O colostro deve apresentar características físicas como, viscosidade e 48 

coloração amarelada, o que está relacionado a maiores concentrações de 49 

imunoglobulinas (KOTERBA et al., 1990; PRESTES & LADIM-ALVARENGA, 2006). A 50 

coloração e viscosidade estão relacionadas à gravidade específica e, 51 

consequentemente, à quantificação de imunoglobulinas presentes no colostro. Em 52 

estudo de Luz et al. (1992), com 60 éguas da raça Puro Sangue Inglês, foi observada 53 

uma relação diretamente proporcional entre estas características físico-químicas. 54 

A imunoglobulina G (IgG) é mais abundante no colostro equino, enquanto a 55 

imunoglobulina (IgA) é o menor componente (PERKINS et al., 2014). Considerando 56 

as concentrações séricas, observa-se que os isotipos de IgG, IgA e imunoglobulina E 57 

(IgE) apresentam maiores quantidades no colostro. Elas são importantes mediadoras 58 

na regulação das funções imunológicas, contribuindo para a proteção de diversas 59 

enfermidades (PERKINS et al., 2014).  60 

Em éguas a concentração de imunoglobulinas no colostro é correlacionada com 61 

a densidade, relacionada aos níveis séricos das imunoglobulinas em neonatos 62 

(LEBLANC et al., 1986; MASSEY, et al., 1991; RADOSTISTS, 2002). Na avaliação de 63 

densidade convencional, um colostro de boa qualidade possui densidade ou 64 

gravidade igual ou superior a 1.060, sugerindo que as concentrações de IgG ficam em 65 

torno de 3000 mg/dl (LEBLANC et al., 1986; NOGUEIRA & LINS, 2009).  66 
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Os eletrólitos de maior concentração no colostro são cálcio (747.7 mg/kg), 67 

potássio (928.6 mg/kg), magnésio (139.7 mg/kg) e zinco (2.95 mg/kg). Já é descrito o 68 

aumento nos valores de eletrólitos, cálcio e potássio, e redução de sódio e cloro nas 69 

secreções da glândula mamária quando pariu 24 horas (CANISSO et al., 2013). 70 

O pH do colostro começa a diminuir quatro dias antes do parto, ocorrendo uma 71 

redução significativa do pH das secreções mamárias no dia do parto. O pH do colostro 72 

em éguas é menor que 7, geralmente o valor médio de pH no momento do parto de 73 

5,8 a 6,3 (BRASIL et al., 2016). O mecanismo que leva à redução do pH ainda não 74 

está elucidado, porém pode estar associado ao aumento da atividade da enzima 75 

anidrase carbônica, semelhante ao descrito para bovinos (CANISSO et al., 2013).  76 

 77 

3.1.2 Colostro bovino 78 

 79 

A espécie bovina tem como característica a placenta do tipo sindesmocorial, 80 

constituída por cinco membranas entre a circulação materna e a fetal, permitindo o 81 

isolamento e proteção do feto de possíveis microrganismos patogênicos. Entretanto, 82 

impede a passagem de componentes vitais, sendo a única forma natural a 83 

transmissão via colostro (DAVIS & DRACKLEY, 1998; ROA et al., 2012). 84 

O colostro de bovinos é composto de uma mistura de secreções lácteas e 85 

constituintes do soro, principalmente imunoglobulinas, leucócitos maternos, fatores de 86 

crescimento, hormônios, citocinas, fatores antimicrobianos não específicos e 87 

nutrientes (FOLEY & OTTERBY, 1978; DAVIS & DRACKLEY, 1998; ANDRADE et al., 88 

2010). É conhecido por apresentar características de uma secreção grossa, 89 

amarelada e cremosa (WATTIAUX, 1994). 90 

Os leucócitos maternos (macrófagos, linfócitos e neutrófilos) estão presentes 91 

em aproximadamente 1 x 106 leucócitos/mL (LARSON et al., 1980). Em relação aos 92 

componentes bioativos do colostro com atividade antimicrobiana incluem-se a 93 

lactoferrina, a lisozima e a lactoperoxidase, que são responsáveis por agir como 94 

inibidores competitivos pelos sítios de ligação na superfície epitelial do intestino 95 

(SUPERTI, 2020). 96 

Outra importante função do colostro é o fornecimento de nutrientes para o 97 

metabolismo dos recém-nascidos. O teor médio de sólidos do colostro é de 23,9% e 98 

o do leite integral em torno de 12,9%. A maior diferença é encontrada no teor de 99 

proteínas (14,0 vezes 3,2%) e também de gordura (6,7 vezes 3,5%), já que a lactose 100 
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tem uma concentração maior no leite integral (2,7 vezes 4,8%). Em relação à gordura, 101 

é considerada a principal fonte de energia nas primeiras horas de vida, é importante 102 

na manutenção e produção da temperatura corporal e ainda fornece ácidos graxos 103 

para equilíbrio da glicose (LIERMANN et al., 2020). Apesar da baixa concentração de 104 

lactose no colostro bovino, ela apresenta importância para o suprimento de energia 105 

(TALUKDER et al., 2002). 106 

Há três tipos de imunoglobulinas presentes no colostro: IgG corresponde a 85-107 

90%, sendo a mais abundante, imunoglobulina M (IgM) e a IgA correspondem a 10-108 

15%. A IgG tem a função principal de reconhecer e tentar eliminar microrganismos 109 

patogênicos, a IgM atua como a primeira defesa em casos de septicemia e a IgA é 110 

protetora das mucosas, como a parede intestinal, evitando a adesão de possíveis 111 

patógenos à mucosa (MARNILA & KORHONEN, 2002). 112 

A concentração de imunoglobulinas é maior no início da lactação e diminui após 113 

mamadas sucessivas. A maior absorção coincide com o período de maior qualidade 114 

imunológica do alimento, que ocorre nas primeiras 12 horas após o parto (DESBOIS 115 

& SMITH, 2010). A imunidade gerada pela ingestão do colostro garante proteção ao 116 

animal até que ele próprio produza suas células de defesa, quando seu organismo 117 

estiver maduro imunologicamente, o que deve acontecer após 4 a 6 semanas de vida 118 

(FRANDSON et al., 2011). 119 

Para que os anticorpos do colostro possam ser absorvidos, há necessidade de 120 

oferecer nas primeiras horas de vida. Neste período, ainda não há atividade gástrica, 121 

permitindo que os anticorpos não sejam digeridos antes de alcançar o intestino 122 

delgado, onde serão absorvidos de maneira intacta. Da mesma forma, em até seis 123 

horas após o parto, o intestino tem capacidade máxima de absorção de anticorpos, 124 

pois são substâncias de alto peso molecular, necessitando da absorção diferenciada 125 

que ocorre pelas microvilosidades intestinais, sendo que este poder de absorção vai 126 

decrescendo até 24 horas pós-natal (MORRIL et al., 2012). 127 

 128 

3.2 Colostro fermentado anaerobicamente (silagem de colostro) 129 

 130 

Algumas situações impedem o consumo do colostro pelo recém-nascido 131 

imediatamente após o parto, seja por dificuldade ou incapacidade de ingestão pelo 132 

neonato, ou ainda por falha de produção por parte da mãe, necessitando o 133 

fornecimento de uma fonte externa de colostro (SAALFELD, 2008). Trabalhos 134 
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conduzidos com colostro visam adequar melhores condições de armazenamento, 135 

proporcionando a alternativa do colostro in natura. Para garantir a administração de 136 

quantidades suficientes de imunoglobulinas e alimentação livre de contaminantes, 137 

pesquisadores têm recomendado o uso de substitutos comerciais de colostro (FIDLER 138 

et al., 2011; GODDEN et al., 2012; PRIESTLEY et al., 2013). Entretanto, nem sempre 139 

estes produtos são eficientes na transmissão de anticorpos aos recém-nascidos e 140 

representam alterações econômicas significativas nas propriedades. 141 

As formas de armazenamento convencionais são o resfriamento e 142 

congelamento. Estes muitas vezes não são tão eficazes, demandam a disponibilidade 143 

de equipamentos, energia elétrica nas propriedades ou centros de referência e 144 

possuem um período de validade de até 12 meses (GIGUERE & POLKES, 2005; 145 

BRASIL et al., 2017). Uma das alternativas de substitutos do leite é o excedente de 146 

colostro. O colostro bovino tem boa disponibilidade, fácil armazenamento e baixo valor 147 

comercial (PRIESTLEY et al., 2013).  148 

A fermentação e acondicionamento anaeróbico do colostro bovino foi descrita 149 

por Saalfeld (2008) como uma nova opção de aproveitamento do excesso de colostro 150 

produzido nas propriedades rurais, manutenção da concentração de nutrientes e 151 

imunoglobulinas. Ainda apresenta como mais uma vantagem, a ausência de 152 

necessidade de resfriamento resolvendo problemas citados na literatura em relação à 153 

conservação, armazenamento e qualidade do colostro (FOLEY & OTTERBY, 1978; 154 

LANUZA et al., 1990).  155 

A silagem de colostro, assim denominada, possibilitou o armazenamento por 156 

períodos superiores a 24 meses, não necessitando de refrigeração, congelamento ou 157 

incremento de aditivos, o que contribui para seu baixo custo de produção (SAALFELD, 158 

2012). Dessa forma, é considerada uma forma econômica de se obter um substituto 159 

ao leite e colostro de boa qualidade nutricional para bovinos em aleitamento, além de 160 

diminuir os custos do produtor na criação desta categoria animal (BATISTA et al., 161 

2016). 162 

A técnica consiste no preenchimento total de garrafas plásticas com colostro, 163 

sem espaço para o ar, por um período mínimo de 21 dias. Cuidados de higiene e 164 

manejo sanitário correto são essenciais (SAALFELD et al., 2013), pois se empregado 165 

erroneamente pode prejudicar as características nutricionais do produto e o 166 

desempenho dos animais. Silagens em que a fermentação foi inadequada, o pH não 167 

apresentou uma queda efetiva, podendo ser prejudicial para os animais, além de 168 
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reduzir o tempo de armazenamento e a qualidade proteica do alimento (AZEVEDO et 169 

al., 2013; AZEVEDO & DUARTE, 2014).  170 

Na literatura é descrito que a utilização da silagem de colostro como uma 171 

excelente alternativa de fornecer alimento adequado para os neonatos (SAALFELD et 172 

al., 2008; SAALFELD et al., 2013, VIRGINIO et al., 2016). Isso ocorre porque a 173 

silagem de colostro mantém as características físicas e químicas encontradas no 174 

colostro in natura, bem como a presença de BAL e outros constituintes colostrais, 175 

incluindo as imunoglobulinas. A alimentação dos animais recém-nascidos com a 176 

silagem de colostro, em comparação a alimentação com leite, propiciou um ganho de 177 

peso maior, tanto em machos como em fêmeas. Quando avaliados os níveis de 178 

imunoglobulinas observou-se que não diferiram significativamente entre o colostro in 179 

natura e a silagem, podendo ser transferidos aos neonatos (SAALFELD et al., 2014). 180 

Após 21 dias de fermentação do colostro houve isolamento de BAL que, através da 181 

produção de compostos antimicrobianos, como ácidos orgânicos, inibiram o 182 

desenvolvimento de microrganismos patogênicos (SAALFELD et al., 2013). 183 

 184 

3.3 Probióticos 185 

 186 

Variadas denominações para o termo probiótico foram estabelecidas no 187 

decorrer do tempo de sua utilização. A definição atual, sustentada desde 2013 pela 188 

Associação Científica Internacional para Probióticos e Prebióticos e, atualmente 189 

reconhecida internacionalmente, é a de que probióticos são microrganismos vivos que 190 

quando administrados em quantidades adequadas promovem benefícios à saúde do 191 

hospedeiro e o prebióticos são componentes alimentares não-digeríveis (HILL et al., 192 

2014).  193 

Porém, há exigências a serem cumpridas para que um microrganismo possa 194 

ser considerado como probiótico. Conforme a FAO e a OMS (2002) é preciso avaliar 195 

sua identidade (gênero, espécie e origem), realizar testes in vitro que determinem a 196 

resistência do microrganismo frente à acidez gástrica, aos ácidos biliares e às enzimas 197 

digestivas, investigar sua atividade contra microrganismos patogênicos, avaliar a 198 

segurança de sua administração e proceder com estudos in vivo que comprovem 199 

efeitos benéficos à saúde do hospedeiro. 200 

O efeito probiótico de certos microrganismos foi comprovado, destacando os 201 

gêneros bacterianos Lactobacillus, Bacillus e Bifidobacterium, e as leveduras 202 
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Saccharomyces boulardii e Saccharomyces cerevisiae, amplamente empregados em 203 

medicina humana e animal (BUTS & KEYSER, 2006; MARTINS et al., 2010). Com 204 

relação aos mecanismos de ação dos probióticos citam-se a inclusão de fatores que 205 

fortalecem as defesas naturais do organismo, incluindo a alteração e fortalecimento 206 

da microbiota intestinal, produção de compostos com atividade antimicrobiana, 207 

inibição da adesão de microrganismos patogênicos e modulação da resposta imune 208 

(THOMAS & VERSALOVIC, 2010). Na medicina veterinária os probióticos 209 

demonstram benefícios na modulação do sistema imune e na prevenção e tratamento 210 

de doenças, principalmente gastrointestinais (WYNN, 2009). Estudos sugerem a 211 

necessidade de uma dose apropriada (6 log) dos microrganismos probióticos para que 212 

efeitos esperados possam ser expressos no organismo (MINELLI & BENINI, 2008; 213 

ROBINSON & FALL, 2012). 214 

De fato, os probióticos tornaram-se bastante populares. Presencia-se o cenário 215 

de uma indústria crescente na comercialização de probióticos, em produtos 216 

alimentícios, farmacêuticos ou suplementos dietéticos, tanto para uso humano como 217 

animal (SANDERS, 2003). Fernandes (2013) explica que os consumidores de 218 

alimentos probióticos estão frente ao mercado global crescente. 219 

 220 

3.3.1 Mecanismos de ação do probióticos 221 

 222 

A presença dos probióticos na microbiota resulta na competição por sítios de 223 

ligação e por nutrientes, o que os tornam importantes para manter a microbiota 224 

intestinal equilibrada. A característica que os microrganismos probióticos possuem de 225 

ocupar sítios de ligação no intestino e formar uma barreira protetora também é 226 

fundamental para evitar a colonização por bactérias patogênicas (SCHACHTSIEK et 227 

al., 2004; LAVERMICOCCA et al., 2005).  228 

As bactérias presentes no lúmen intestinal têm sua nutrição baseada em 229 

substâncias que foram parcialmente digeridas por enzimas ou que foram 230 

intencionalmente acrescidas à dieta como prebióticos (GIBSON et al., 2005). 231 

Prebióticos referem-se aos elementos alimentares não digeríveis que fomentam 232 

seletivamente o desenvolvimento ou ação de populações de bactérias desejáveis no 233 

cólon, ocasionando vantagens ao hospedeiro (SAAD, 2006).  234 

Os microrganismos probióticos normalmente tem a capacidade de produzir e 235 

liberar moléculas, tais como as bacteriocinas e os ácidos orgânicos, que agem sobre 236 
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as bactérias patogênicas promovendo uma ação bacteriostática ou bactericida 237 

(VÉLEZ et al., 2007). Bacteriocinas são caracterizadas por serem peptídeos 238 

heterogêneos pequenos, resistentes ao calor e que atuam formando um complexo 239 

com os componentes da membrana da bactéria alvo, geralmente levando à formação 240 

de poros e um efeito detergente (BIERBAUM & SAHL, 2009). Os ácidos orgânicos, 241 

especialmente o ácido acético e o ácido lático, apresentam uma potente inibição 242 

contra bactérias Gram-negativas, sendo conhecidos como as principais substâncias 243 

antimicrobianas produzidas por probióticos que agem causando dano às bactérias 244 

patogênicas (MAKRAS et al., 2006). Os ácidos orgânicos na forma não dissociada 245 

penetram na célula bacteriana através da sua membrana, dissociando-se no 246 

citoplasma e causando uma redução de pH intracelular ou acumulando-se no seu 247 

interior de forma ionizada. Esta desestabilização do patógeno acaba resultando em 248 

sua morte (RUSSELL & DIEZ-GONZALES, 1998). 249 

 250 

3.3.2 Probióticos e resposta imune 251 

 252 

Em relação aos mecanismos de ação de imunomodulação dos probióticos, há 253 

evidências de que esses microrganismos modulam a resposta imune através da 254 

estimulação da produção de imunoglobulinas, indução do aumento da atividade de 255 

macrófagos e linfócitos, bem como pelo estímulo da produção de citocinas (PELUSO 256 

et al., 2007; WYNN, 2009; OELSCHLAEGER, 2010). Os efeitos dos probióticos na 257 

modulação da resposta imune dependem do microrganismo utilizado 258 

(OELSCHLAEGER, 2010). No intestino, os probióticos interagem com as células 259 

epiteliais intestinais e com as células dendríticas (DCs), estimulando a resposta imune 260 

inata e adaptativa. Estas células têm a habilidade de reconhecer os probióticos 261 

através de seus receptores de reconhecimento padrão (PRRs), principalmente os 262 

receptores toll-like (GÓMEZ-LLORENTE et al., 2010) e a resposta gerada está ligada 263 

ao subtipo de células que são ativadas. As células de Paneth ativadas são produtoras 264 

de defensinas e as do tipo caliciformes intensificam a produção de muco. As DCs 265 

quando estimuladas com os probióticos reagem com maior síntese de citocinas, 266 

moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) e moléculas co-267 

estimulatórias capazes de polarizar as respostas dos linfócitos T auxiliares (Th) em 268 

Th1, Th2, Tregulador e Th17 (LEBEER et al., 2010).  269 
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O gênero Lactobacillus estimula as células mononucleares do sangue periférico 270 

(PBMCs) a produzirem citocinas, como o fator de necrose tumoral α (TNF-α), 271 

interferon-gama (IFN-γ), interleucina (IL) 10 e fator de transformação do crescimento 272 

beta (TGF-β), que induzem a propagação de respostas imunes diferenciadas 273 

(SOLIMAN et al., 2015).  274 

A suplementação com determinados probióticos pode ser considerada uma 275 

alternativa para aumentar a eficiência de vacinas através da modulação da resposta 276 

imune (COPOLLA et al., 2005; PENHA et al., 2011; ROOS et al., 2012). O uso de 277 

vacinas é uma alternativa eficiente na profilaxia e controle de doenças infecciosas 278 

(MBOW et al., 2010; REED et al., 2009). 279 

Para Almeida et al., (2012) o efeito da suplementação do probiótico na resposta 280 

imune humoral em bovinos vacinados com uma única dose de vacina antirrábica, com 281 

uma dose de 2 mL de vacina antirrábica produzida pelo Instituto Butantan, conclui-se 282 

que a vacina antirrábica teve eficiência em produzir e manter a soroconvesão nos 283 

bovinos primovacinados contra a raiva por 150 dias, porém, a administração de 284 

probiótico não interferiu na resposta imune humoral antirrábica. Complementa Ferreira 285 

et al. (2009) que a resposta imune humoral antirrábica em bovinos com vacina 286 

antirrábica e suplementação com probióticos, também não encontraram diferenças 287 

estatísticas significativas entre as médias de concentrações séricas entre os grupos. 288 

Acredita-se que a capacidade dos probióticos em induzir um aumento na 289 

resposta imune a vacina seja decorrente da absorção do microrganismo probiótico 290 

pelas células apresentadoras de antígeno (APCs) nas placas de Peyer. A interação 291 

de probióticos com APCs ativa linfócitos T virgens, principalmente por meio da 292 

secreção de citocinas, em seguida esses linfócitos migram para os linfonodos, em 293 

diferentes locais do corpo, onde estimulam a resposta imunológica (HONG et al., 294 

2005; CHIEPPA et al. al., 2006; LEBEER et al., 2010). O mecanismo de modulação 295 

imunológica probiótica representa uma alteração do perfil de citocinas produzidas no 296 

ambiente, enquanto, os antígenos vacinais irão interagir com as células imunológicas 297 

(SHIDA et al., 2011). 298 

 299 

3.3.3 Resposta imune 300 

 301 
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O sistema imunológico é subdividido em dois sistemas, sendo eles: o sistema 302 

inato e o adaptativo. No sistema inato é responsável por responder aos estímulos de 303 

maneira não específica, e o adaptativo responde ao antígeno de modo específico com 304 

memória. A composição de ambos é diferente, no inato tem células de neutrófilos, 305 

eosinófilos, basófilos, monócitos e células natural killer, e fatores solúveis de sistema 306 

complemento, proteínas de fase aguda e enzimas, já o adaptativo tem células: 307 

linfócitos T e B e por fatores humorais, as imunoglobulinas (ROSA e VAISBERG, 308 

2002). 309 

O sistema imune é de suma importância para o combate a microrganismos 310 

invasores, as células circulam por todo o organismo (sangue, linfa e tecidos) para a 311 

ação sistêmica, assim, realizando a ação de eliminar componentes exógenos, além 312 

da participação de diversas células e moléculas especializadas e o envolvimento de 313 

substâncias como citocinas, mediadores celulares e proteínas. Caso um patógeno 314 

ultrapassar as barreiras superficiais e penetrar no organismo, enfrentará uma grande 315 

variedade de outros fatores que atuam para defender os tecidos internos (KANDA et 316 

al., 2009). 317 

A citocina IL-2 é sintetizada por células T e está envolvida na maturação de 318 

linfócitos T e B além de ser crucial na modulação da resposta imune (BAYER et al., 319 

2013). Dessa forma, a IL-2 é uma citocina chave para o desenvolvimento da resposta 320 

imune adaptativa, promovendo a proliferação, diferenciação e expansão clonal de 321 

células T (ZHOU et al., 2002; GAFFEN & LIU, 2004) e induzindo a geração de células 322 

T de memória (BACHMANN & OXENIUS, 2007; LI & PAUZA, 2015).  323 

Os efeitos dessa citocina podem ser efetores ou reguladores e sua ação é 324 

determinada pela sua quantificação, uma vez que menores quantidades determinam 325 

sua capacidade reguladora, ao passo que maiores quantidades determinam sua 326 

atividade efetora (MALEK & BAYER, 2004). Adicionalmente, essa citocina está 327 

envolvida na supressão de processos autoimunes, uma vez que responde ao limiar 328 

de respostas contra antígenos estranhos (SIM & RADVANYI, 2014). 329 

A IL-4 promove a resposta das células B e a indução da troca do isótipo IgG e 330 

IgE (FINKELMAN et al., 1990; PAUL et al., 2010). Também induz a proliferação e 331 

ativação de macrófagos e facilita a apresentação de antígenos por meio do aumento 332 

da expressão de moléculas de MHC classe II (GORDON & MARTINEZ, 2010). É uma 333 

potente citocina reguladora da imunidade, sendo secretada por eosinófilos, 334 

mastócitos, basófilos e linfócitos TH2, desempenha importante papel na sobrevivência 335 
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de leucócitos em condições fisiológicas e patológicas, bem como atua para a 336 

reparação tecidual e homeostase (FAZEKAS & GROTH, 1992; GEHA et al., 2003; 337 

GORDON, 2003; GADANI et al., 2013). Juntamente com IL-10 inibe a ação de 338 

fagócitos e suprime o padrão de resposta mediado por TH1, aumentando a resposta 339 

mediada por TH2 e ativando a resposta imune humoral (COFFMAN, et al., 2010).  340 

A IL-10 é responsável por aumentar a sobrevivência das células B, bem como 341 

a produção de imunoglobulinas, e mediar os efeitos imunoestimulantes nas células T 342 

(MOORE et al., 2001).  343 

A IL-17 é produzida por linfócitos T e células NK, sendo responsável por 344 

desencadear o processo inflamatório, o que torna a resposta imune das mucosas mais 345 

efetiva (WATTEGEDERA et al., 2017; PAPPU et al., 2012). Foi demonstrado que esta 346 

citocina não apenas desencadeia a proliferação de linfócitos B, como também 347 

promove a formação de centros germinativos e induz a troca de isotipos IgG 348 

(MITSDOERFFERA et al. 2010), podendo estar envolvida na indução da produção de 349 

anticorpos pelos linfócitos B (CAI et al., 2012; MITSDOERFFER et al., 2010). De 350 

acordo com Díaz e Allen (2007) a IL-17 está associada com o desencadeamento de 351 

uma resposta TH2 em um estado altamente patológico. Por outro lado, estudos 352 

indicam que a IL-17 é importante na manutenção da homeostase intestinal e na 353 

regulação das alterações inflamatórias e metabólicas associadas à diabetes do tipo 2 354 

(MORALES et al., 2020). 355 

A ação da IL-17 pode estar associada a formação de barreiras epiteliais na 356 

cavidade bucal, na pele, pulmões, trato gastrintestinal e urogenital. Adicionalmente, 357 

diversos estudos apontam a IL-17 como uma das principais citocinas envolvidas na 358 

resposta imune frente aos probióticos (PAPPU et al., 2012). 359 

Por se tratar de uma área de grande interesse, são muitas as pesquisas e 360 

algumas questões vêm sendo elucidadas em relação ao modo de atuação dos 361 

probióticos no sistema imunológico. Porém, ainda é preciso muitas pesquisas para 362 

estudar o efeito específico de cada microrganismo probiótico, primeiramente com 363 

testes in vitro e, posteriormente, utilizando modelo animal. 364 

 365 

3.4 Lacticaseibacillus casei 366 

 367 

Lacticaseibacillus casei (L. casei) é um Gram-positivo e lactobacilos 368 

heterofermentativos facultativos distribuídos em uma variedade variedade de habitats 369 
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ambientais, por exemplo: muitos laticínios fermentados, mesa e produtos de cereais, 370 

bem como trato gastrointestinal de humanos e animais (FONTANA, ZACCONI e 371 

MORELLI, 2018; HILL et al., 2018; ZHENG et al., 2020). 372 

Lactobacillus casei é um grupo composto por espécies de Lacticaseibacillus 373 

casei, Lacticaseibacillus paracasei e Lacticaseibacillus rhmnosus, utilizados para 374 

produção de metabólitos bioativos com efeito benéfico aos hospedeiros e poder 375 

probiótico (HILL et al., 2018; ZHENG et al., 2020). 376 

Segundo Bharwani et al., (2016) Lacticaseibacillus casei é um dos integrantes 377 

do microbioma intestinal, junto de Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium infantis, 378 

Bifidobacterium longum, Escherichia spp., Bacillus spp., Saccharomyces spp., 379 

Cândida spp., Streptococcus spp., Enterococcus spp., com a capacidade produzir 380 

neurotransmissores, atuando no intestino-cérebro ao modular a expressão de 381 

receptores neuroquímicos e apresentando resultados antidepressivos e ansiolíticos. 382 

Para Hill et al., (2018) L. casei são estudados por pesquisadores devido aos 383 

seus valores industriais e potenciais de promoção da saúde, visto que apresentam 384 

contribuições para vários níveis de saúde promovendo atividades, como: capacidade 385 

antitumoral, efeitos anti-inflamatórios, e melhoria e regulação da microbiota intestinal 386 

(SIDIRA et al., 2010; TIPTIRI-KOURPETI et al., 2016). 387 
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Figura 1 – Hightlights 
Fonte: realizado pela autora.
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Figura 2 - L. casei P054 
Fonte: realizado pela autora. 
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Abstract 20 

In this study, we evaluated the probiotic potential in vitro of Lactobacillus casei P054. 21 

We verified the tolerance to adverse conditions of survival, and the gastrointestinal 22 

tract. In addition, antagonistic activities against pathogenic bacteria (Gram-positive and 23 

Gram-negative), susceptibility to importance in medical or veterinary clinic, simulated 24 

self-aggregation and co-aggregation ability, cytotoxicity test and hemolytic activity 25 

were evaluated. No hemolytic activity was detected, and no cytotoxic effects were 26 

observed in mammalian cells. L. casei P054 tolerated several adverse conditions 27 

without reducing cell proliferation, It was observed that the survival rate of L. casei 28 

P054, when submitted to different acidic conditions (pH 2, pH 2.5, and pH 2.5 with 29 

pepsin), bile salt concentrations (0.3% and 0.1%), and 0.4% phenol, isolate evaluated 30 

did not meaningful reduce its multiplication, as shown in. The isolate also showed 31 

antagonistic activity to the pathogens tested and was sensitive to all antimicrobials 32 

except sulfonamide. He survived simulations of the gastrointestinal susceptible when 33 

in the presence of food and showed self-aggregation and coaggregation ability. 34 

However, in vivo studies are needed to verify its beneficial health activity and validate 35 

its applicability as a probiotic. 36 

Keywords: anaerobically fermented, probiotic, ruminant, immunity. 37 

 38 

1. Introduction 39 

Among the microorganisms classified as probiotic are prokaryotes of the genus 40 

Lactobacillus, Bifidobacterium, and Enterococcus, which are characterized by the 41 

production of lactic acid. Lactic acid bacteria (LAB) have similar morphological, 42 

metabolic, and physiological characteristics and are the most representative class of 43 

probiotic microorganisms (Iyer and Tomar, 2009). 44 

The mechanisms of action of probiotics comprise enhancing natural defenses, 45 

including by altering the intestinal microbiota, strengthening, and modifying the 46 

intestinal barrier, producing of antimicrobial compounds, inhibiting pathogen adhesion 47 

and modulating the immune response (Thomas and Versalovic, 2010). These 48 

characteristics allow BAL to be utilized as probiotics, which are food supplements that 49 

contain microorganisms and that, in certain doses, may benefit hosts health (Borchers 50 

et al., 2009; Rossi et al., 2011). Lactic acid bacteria, including Lactobacillus species, 51 

have been isolated from a variety of foods, such as miso, milk or their derivatives (Iyer 52 

and Tomar, 2009).  53 
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Studies show that health professionals have used colostrum as a food 54 

supplement in order to strengthen immune systems in healthy individuals and those 55 

with chronic diseases (Pakkanen and Aalto, 1997). According to Van Hooijdonk et al. 56 

(2000), bovine colostrum is much more beneficial to human health than human 57 

colostrum, because the bovine bed has a higher concentration of IgG. In fact, countries 58 

including Norway, Finland, Canada, and Australia use colostrum as a food supplement 59 

and medicinal product. Colostrum is also an important dietary supplement for athletes 60 

as increases desired effects of exercise by boosting strength and endurance, assisting 61 

in burning fat, and increasing muscle mass (Godhia and Pathel, 2013). 62 

Bovine colostrum anaerobically fermented (colostrum silage) maintains 63 

physicochemical characteristics, constituents of colostrum in natura, as well as the 64 

concentration of immunoglobulins. Therefore, it is considered suitable for use as 65 

animal feed (Saalfeld et al., 2013, 2014). Additionally, microbiological evaluations of 66 

colostrum and bovine colostrum silage revealed that after 21 days of fermentation, 67 

bacteria pathogenic to animal health were not detected and the only remaining viable 68 

prokaryotes were LAB, including Lactobacillus spp. and Enterococcus spp., with 69 

possible probiotic potential (Saalfeld et al., 2013; Saalfeld et al., 2016). Nonetheless, 70 

these authors did not evaluate the probiotic activity in vitro and in vivo of these 71 

microorganisms. Afterward, Vitola et al. (2018) confirmed the in vitro probiotic potential 72 

of an isolate of L. casei from bovine colostrum silage and suggested its safety for 73 

consumption.  74 

This study aimed to evaluate the in vitro probiotic potential of Lactobacillus casei 75 

(L. casei) P054 from colostrum and bovine colostrum silage. 76 

 77 

2. Material and methods 78 

 79 

2.1 Microorganism 80 

Lactobacillus casei P054 used in the present study was previously isolated from 81 

bovine colostrum silage by Saalfeld et al. (2013). This microorganism was 82 

characterized according to its physiological, morphological and biochemical 83 

characteristics and partial sequence of the 16S rDNA region (Saalfeld, 2013). It 84 

belongs to the collection of cultures of the Microbiology Laboratory of the University 85 

Federal of Pelotas (UFPel).  86 

 87 
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2.2 Evaluation of probiotic characteristics in vitro 88 

 89 

2.2.1 Tolerance to adverse conditions 90 

The tolerance of the isolate to different acidic conditions (pH 2.0, pH 2.5, pH 2.5 91 

+ 3 mg.mL-1 of pepsin - Sigma®) and bile salt concentrations (0.3% and 0.1%) was 92 

evaluated according to the protocol described by Perelmuter et al. (2008). Tolerance 93 

of the presence of 0.4% phenol was also verified, testing for the resistance to phenol 94 

may generate further information on the potential for survival of lactobacilli in 95 

gastrointestinal conditions (Pinto et al., 2006). Results were evaluated by counting 96 

viable cells after 0 h and 4 h of incubation at 37 °C in Petri dishes containing De Man, 97 

Rogosa and Sharpe (MRS®) agar (Merck, Darmstadt, Germany). The percent survival 98 

of L. casei was calculated based on the number of viable cells at 4 h of incubation 99 

relative to viable cell counts at 0 h of incubation. 100 

 101 

2.2.2 Survival of the simulated gastrointestinal tract 102 

Lactobacillus casei P054 survival in the simulated gastrointestinal tract was 103 

evaluated following Huang and Adams (2004) with modifications. Viable cell counts in 104 

simulated gastric juice (with pepsin, pH 2.0) were performed at 0, 15, 30, 60, 120, 180 105 

and 240min of incubation at 37°C. Simulated gastric juices were prepared by sus-106 

pending pepsin (1:10000, ICN) in sterile saline (0.5% w/v) to a final concentration of 3 107 

g l-1 and adjusting the pH to 2.0, 3.0, and 4.0 withconcentrated HCl or sterile 0.1 mol l-108 

1 NaOH using a pH meter (Model 8417N, Hanna Instrument, Singapore). The effect of 109 

different pH of simulated gastric juices on the viability of 13 dairy propionibacteria 110 

strains during 180-min simulated gastric transit. There was no loss of viability for all 111 

strains at pH 4.0; in contrast, at pH 3.0, 10 strains retained the same level of viability, 112 

while at pH 2.0, all strains showed reduced viability Viable cell counts in simulated 113 

intestinal juice (with pancreatin, 0.5% bile salts, pH 8.0) were performed at 0 and 240 114 

min of incubation at 37°C. To evaluate the influence of food on survival of the L. casei 115 

P054 in the simulated gastrointestinal tract, 0.85% saline was replaced by skim milk 116 

(Elegê ®). 117 

 118 

2.2.3 Antagonistic activity 119 

Antagonistic activity was evaluated using the spot-on-the-lawn technique 120 

(Fleming et al., 1975) against Gram-negative and Gram-positive. Lactococcus lactis 121 
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subsp. lactis Dy 13 was used as a positive control. Results were obtained by inhibition 122 

halo measurements. 123 

 124 

2.2.4 Susceptibility to clinical antimicrobials 125 

 126 

Antimicrobial susceptibility was evaluated using the agar diffusion technique 127 

following the protocol from the Clinical and Laboratory Standards Institution (CLSI, 128 

2017). Antimicrobial disks (Laborclin®, Brazil) used contained ciprofloxacin (5 μg), 129 

chloramphenicol (30 μg), erythromycin (15 μg), gentamicin (10 μg), penicillin G (10 130 

μg), sulfonamide (300 μg), tetracycline (30 μg), vancomycin (30 μg), streptomycin (30 131 

μg), or ampicillin (10 μg).  132 

Results were determined by measuring of the inhibition halos and were 133 

characterized as resistant, intermediate, and susceptible following the CLSI (2017) 134 

standard for Gram-positive bacteria. 135 

 136 

2.2.5 Self-aggregation and co-aggregation abilities 137 

Self-aggregation and co-aggregation abilities were evaluated as described by 138 

Collado et al. (2008). The results of both tests were expressed in percentages. To 139 

assess co-aggregation ability, the pathogen Listeria monocytogenes Scott A was used. 140 

Tests were performed under the following conditions: temperatures of 20 ºC or 37 ºC 141 

and for 2, 4, 20 and 24 h. 142 

 143 

2.2.6 Hemolytic activity 144 

The hemolytic activity was determined by cultivating L. casei P054 in MRS broth 145 

for 24 hours at 37°C, microaerophilic conditions. After activation in MRS broth, the 146 

isolate was transferred to Tripticase Soy agar (TSA) (Himedia, India), previously 147 

supplemented with 7% defibrinated equine blood. Listeria monocytogenes ATCC 7644 148 

was used as positive control. After incubation for 48 hours at 37°C, the hemolytic 149 

reaction was evaluated by observing both the partial lysis of red blood cells (α-150 

hemolysis), through the appearance of green zones around the colonies, as well as 151 

total lysis (β-hemolysis), through the appearance of transparent zones (Haldler et al., 152 

2017). 153 

 154 

2.2.7 Cytotoxicity assay  155 
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 The cytotoxicity was analyzed in MDBK (Madin Darby bovine kidney) line from 156 

the cell bank of the Laboratory of Virology and Immunology of the School of Veterinary 157 

Medicine, Universidade Federal de Pelotas. The assay was carried out according to 158 

Plumb (2004), with modifications. Briefly, 100 µl of MDBK cells were cultured (105 159 

cells/mL ou cells/well) in E-MEM (eagle minimum essential media) supplemented with 160 

10% FBS (fetal bovine serum) in 96-well microplates. After 24 hours in a bacteriological 161 

incubator at 37ºC with 5% CO2 and approximately 90% confluence, the medium was 162 

drained, and L. casei P054 was added at concentrations from103 to 109 CFU/mL 163 

Control cells were kept only in E-MEM 1mg/ml in PBS; 50 μl/well. After incubation for 164 

8, 12, 24, 32, 36 and 48 hours under the same conditions, 50 µl of MTT (3-(4,5-165 

dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyl tetrazolium bromide) solution (1mg/ml in PBS; 50 166 

μl/well) was added to each well and incubated at 37ºC for 3-4 hours. After removal of 167 

the cell supernatant, the crystals were solubilized by the addition of DMSO (Dimethyl 168 

sulfoxide, 100 μl/well) and shaken. The absorbance was determined at a 570 nm 169 

wavelength. The percentage of cell viability was calculated using the following formula: 170 

% viable cells = (abs sample – abs blank)\ (abs control – abs blank) x 100 (abs sample 171 

= Well sample absorbance; abs blank = Blank well absorbance (well containing only 172 

medium); abs control = control absorbance x 100 = to stay in percentage) (Meerloo et 173 

al. 2011). 174 

 175 

2.2.8 Statistical analysis 176 

Data analysis was performed using SPSS 20.0 software. Initially, data were 177 

analyzed with the Shapiro-Wilk normality test. Evaluation of antagonistic effects of 178 

probiotics on pathogenic bacteria was carried out using the Kruskal-Wallis test. 179 

Gastrointestinal transit tolerance data were analyzed using ANOVA. The tests were 180 

applied based on number of replicates and time points and using presence or absence 181 

of food as independent variables. We tested the following assumptions about 182 

endogenous variables included in models in each of our data sets: error normality using 183 

the Shapiro-Wilk test, homoscedasticity using Levene’s test, and sphericity using the 184 

Mauchly test (Pestana and Gageiro, 2008). We then performed GLM analysis. In cases 185 

where no sphericity was observed, corrections were made using the Huynh-186 

Feldtepsilon F tester Greenhouse-Geiser criterion. To evaluate self-aggregation and 187 

co-aggregation capacities, the temperature and multiplication time of the isolate was 188 
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analyzed with the ANOVA test using two fixed factors as the two variables were 189 

independent. The minimum level for statistical confidence of 95% for all analyses.  190 

 191 

3. Results 192 

 193 

3.1 Tolerance to adverse conditions and survival of simulated gastrointestinal 194 

transit 195 

It was observed that the survival rate of L. casei P054 evaluated was ≥8 log 196 

UFC/mL (>70%) when submitted to different acidic conditions (pH 2, pH 2.5, and pH 197 

2.5 with pepsin), bile salt concentrations (0.3% and 0.1%), and 0.4% phenol (Table 1), 198 

isolate evaluated did not meaningful reduce its multiplication, as shown in. 199 

Figure 1 shows the cellular concentrations of L. casei P054 during passage 200 

through simulated gastric and intestinal tracts in the presence and absence of food. It 201 

was possible to observed that the isolate was less effective after passage through 202 

gastric juices lacking food than with food (p = 0.001). After 30 min of exposure to the 203 

simulated gastric tract without food, no viable cell counts were observed. On the other 204 

hand, the viable cell count remained stable (8 log UFC/mL) when food was added. The 205 

results also indicated that passage time influenced bacterial multiplication (p = 0.001) 206 

(Figure 1C). 207 

In simulations of intestinal tract passage without bile, the presence of the food 208 

had no influence on multiplication of L. casei P054 (p = 0.335) (Figure 1A). In contrast, 209 

L. casei P054 growth was influenced by the time in the gastric tract (p = 0.033). When 210 

the intestinal environment was simulated with bile, the presence of food did not 211 

influence on multiplication of the isolate (p=0.926), however, the time in intestinal tract 212 

conditions impacted the multiplication of L. casei P054 (p = 0.002) (Figure 1B). 213 

 214 

3.2 Antagonist activity and susceptibility to clinical antimicrobials 215 

Lactobacillus casei P054 evidenced antagonistic activity, showing inhibition 216 

zones against Salmonella Typhimurium (18.5mm), Staphylococcus aureus (23.5mm), 217 

Listeria monocytogenes (15.5mm), and Escherichia coli (18.0mm). No significant 218 

difference was observed between the inhibition halos (p = 0.124). Susceptibility profile 219 

results are shown in Table 2. L. casei P054 was susceptible to 90% (9/10) of the 220 

antimicrobials tested (ciprofloxacin, chloramphenicol, erythromycin, gentamicin, 221 

penicillin G, sulfonamide, tetracycline, vancomycin, streptomycin or ampicillin). 222 
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 223 

3.3 Self-aggregation and co-aggregation abilities 224 

Table 3 shows the percentages of self-aggregation and co-aggregation of L. 225 

casei evaluated at different temperatures and incubation periods. The adhesion 226 

properties of L. casei P054 were not altered (p> 0.05) at the different temperatures 227 

(20ºC and 37ºC) and times (20 h and 24 h). Nevertheless, it showed the ability to self-228 

aggregation above 75% after 20 h of incubation at different temperatures. Additionally, 229 

a significant difference in co-aggregation percentages (>79%) with Listeria 230 

monocytogenes was evidenced in 24 h of incubation at 37°C.  231 

 232 

3.4 Hemolytic activity and cytotoxicity 233 

Lactobacillus casei P054 showed no hemolytic activity, since α or β hemolysis 234 

zones were not detected. Furthermore, under the conditions in which the cytotoxicity 235 

assay was performed, it was observed that cell viability was above 100%, 236 

demonstrating that L.casei P054 had no cytotoxic effect on MDBK cells. 237 

 238 

4. Discussion 239 

Lactobacillus casei may be a probiotic capable of strengthening and benefit the 240 

intestinal tract microbiota, relieving gastrointestinal discomfort, and helping maintain 241 

high concentrations of immunoglobulins and defense cells. Additionally, it also can aid 242 

in defending against respiratory tract infections (Gleeson et al., 2010; Ayala-Monter et 243 

al., 2019). In this research we demonstrate the in vitro probiotic potential of L. casei 244 

from colostrum and bovine colostrum silage, the presence of food.  245 

The isolate evaluated showed around >70% survival in adverse conditions, 246 

including gastric and intestinal simulations. Similar results were obtained by Vitola et 247 

al. (2019), Bhagya et al. (2018) and Meira et al. (2010) when evaluating Lactobacillus 248 

spp., human colostrum and sheep milk, respectively.  249 

Charteris et al. (1997) propose that microorganisms capable of surviving gastric 250 

simulations as evidenced by resistance to acidic conditions will, at most, reduce their 251 

cell concentrations to 70% pre-exposure levels. In contrast, cells are considered 252 

capable of surviving of intestinal transit as evidenced by resistance to bile salts if they 253 

show a cell count reduction of less than1.5 Log of their initial count. These 254 

characteristics were observed in the present study for L. casei P054. 255 
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Passage through gastrointestinal tract simulations is meant to expose cells to 256 

conditions encountered during transit to the site of action (Sidira et al., 2013). For the 257 

isolate evaluated in this study, passage through the simulated gastric tract without food 258 

present decreased cellular proliferation. Food present during the passage of cells 259 

through the gastric tract provides protection for bacteria by acting as a buffer for 260 

environmental conditions, helping maintain cellular viability (Vitola et al., 2018). 261 

However, according to Huang and Adams (2004), the low tolerance of BAL to simulate 262 

gastric juice is not sufficient to exclude the use of the microorganism as a probiotic.  263 

Ranadheera et al. (2010) established that the presence of food influences 264 

growth, viability, acid and bile tolerance, and the functionality of probiotic organisms, 265 

determining their survival in the gastrointestinal tract. Similarly, Pinto et al. (2006) 266 

stated that the presence of food is important and should be adopted in the in vitro 267 

evaluation of potential probiotics, since it constitutes a notable variable that can affect 268 

bacterial survival during passage through the stomach. Additionally, Meira et al. (2010) 269 

observed protective effects of milk and correlated the addition of milk with an increase 270 

pH of the digestive tract. In the present study, during gastrointestinal tract simulation 271 

tests, both with and without bile and/or food, cells remained viable in an appropriate 272 

range of concentrations. However, incubation times influenced the multiplication of L. 273 

casei. On the other hand, L. casei P054 maintained viability above 8 log UFC/mL, 274 

showing that is able to persist during exposure host gastrointestinal tract conditions. 275 

Similar results have been reported by Sidira et al. (2013), Dimitrellou et al. (2016) and 276 

Tiptiri-Kourpeti et al. (2016). According to Charteris et al. (1998) and Sidira et al. 277 

(2013), in order for a probiotic bacterium to colonize the intestine and provide beneficial 278 

effects, it should reach the intestine at a population level of at least 6 log UFC/mL. 279 

According to Guedes Neto et al. (2005), the inhibition of pathogenic 280 

microorganisms helps improve BAL survival in environments with diverse and complex 281 

microbiota. In addition, some pathogens are commonly transmitted by food (CDC, 282 

2018).  283 

In addition, Pato et al. (2017) detected resistance of L. casei R68 and an L. casei 284 

commercial strain to five antimicrobials, including erythromycin, amoxicillin, 285 

tetracycline and ciprofloxacin. Sulfonamide resistance may be related to the 286 

indiscriminate use of antimicrobials in animal farms (Sarmah et al., 2006), including to 287 

prevent or treat infections in cattle, and the use as preservatives for commercial 288 

vaccines (Mathur and Singu, 2005).  289 
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The ability to self-aggregate (>75%) of L. casei P054 was satisfactory according 290 

to the literature, suggesting that this microorganism has potential to adhere to the 291 

intestinal epithelium of the host organism. Similar results were reported by Vitola et al. 292 

(2018). However, Gómez et al. (2016) detected 67% self-aggregation by different BAL 293 

evaluated in their study. 294 

Co-aggregation is an important feature in probiotic microorganisms, because it 295 

helps to form a barrier against colonization by intestinal pathogens (Reid et al., 1988). 296 

Lactobacillus casei P054 evidenced significant co-aggregation percentage (>79%) 297 

with L. Monocytogenes in 24 h of incubation at 37°C. Previously, Vitola et al (2018) 298 

evaluated the in vitro co-aggregation between E. coli and three isolates of L. casei from 299 

bovine colostrum silage. The authors reported percentages of 47.37%, 57.10% and 300 

60.85% after 20 h of incubation at 37ºC. In a study performed by García-Cayuela et al. 301 

(2014) evaluating the co-aggregation abilities between L. plantarum and S. aureus, L. 302 

monocytogenes, and E. coli, the authors detected a co-aggregation percentage of less 303 

than 40% after 24 h of incubation. Though, according Vitola et al (2018) the auto-304 

aggregation and co-aggregation abilities are dependent on the BAL evaluated and 305 

pathogens tested, as well as on temperatures and time of incubation at which the in 306 

vitro test is performed (GARCÍA-CAVUELA et al., 2014). 307 

The cyA absence of cytotoxicity and hemolytic activity of the evaluated 308 

microorganism demonstrate its safety, for future application as a probiotic BAL. This 309 

research corroborates the previous study of Vitola et al. (2018) and highlights the 310 

properties of colostrum and bovine colostrum silage as food additives, which promoting 311 

nutrition, immunity, and health and can be safely used in food and feed. 312 

 313 

5. Conclusion 314 

The results of the present study indicate that L. casei P054 bovine colostrum 315 

silage has relevant probiotic potential in vitro. However, in vivo studies are being 316 

developed to verify the potential of the immune response. 317 
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 493 

Figura 3 - Análise da alimentação 494 
Fonte: realizado pelos autores.  495 
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 496 

Figura 4 - Resistência do Lactobacillus casei P054 a condições adversas (tolerância à acidez, sais 497 
biliares e fenol) 498 
Fonte: realizado pelos autores.  499 
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 500 
Figura 5 - Perfil de suscetibilidade de Lactobacillus casei P054 501 
Fonte: realizado pelos autores.  502 
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 503 
Figura 6 - Porcentagens de autoagregação e coagregação de Lactobacillus casei P054 em diferentes 504 
temperaturas e períodos de incubação 505 
Fonte: realizado pelos autores.  506 
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 507 
Figura 7 - Declaração de interesse 508 
Fonte: realizado pelos autores.509 
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 9 

Resumo 10 

Probióticos são microrganismos vivos que conferem benefícios à saúde do hospedeiro 11 

quando suplementados em quantidades adequadas. São capazes de promover a 12 

imunomodulação estimulando a atividade dos fagócitos, a proliferação de leucócitos, 13 

a produção de anticorpos e a expressão de citocinas. Bactérias ácido lácticas 14 

apresentam propriedades probióticas que melhoram a nutrição, produtividade e 15 

imunidade dos ruminantes. O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito 16 

imunomodulador da suplementação com Lacticaseibacillus casei P054 em bovinos 17 

vacinados contra a IBR. Previamente, esplenócitos de bovinos foram cultivados e 18 

submetidos a estimulação com 10µg de L. casei P054 (106 UFC), ou com 5µg de 19 

Concanavalina A como controle positivo. Posteriormente, bovinos (n=10) receberam 20 

por via oral uma suspensão de 4×109 UFC de L. casei. Bovinos do grupo controle 21 

(n=10) receberam 20 mL de solução PBS. Os animais foram tratados diariamente 22 

durante 35 dias com a suplementação de L. casei e administração de PBS. Cinco dias 23 

após o início dos tratamentos, os bovinos foram vacinados com vacina comercial 24 

contra IBR, sendo revacinados 21 dias após a primeira dose. A estimulação in vitro de 25 

esplenócitos bovinos com L. casei P054 evidenciou significativo aumento dos níveis 26 

de transcrição do mRNA de IL2, IL4, IL10 e IL17 quando comparado ao controle 27 

estimulado com Concanavalina. Notou-se que a partir de sete dias após a primeira 28 

dose de vacina até o final do experimento, o grupo de animais que recebeu 29 

suplementação, evidenciou níveis superiores de IgG anti-BoHV-1 (p<0,05). 30 

Adicionalmente, os níveis de transcrição de mRNA para IL2, IL4, IL10 e IL17 em 31 

células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) dos animais suplementados 32 

foram superiores aos animais controle (p<0,05). Os resultados do presente estudo 33 
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permitem surgerir que a suplementação com L. casei P054 exerce excelente efeito 34 

modulador na resposta imune de bovinos vacinados.  35 

Palavras-chave: probióticos; efeito adjuvante; imunomodulação; citocina 36 

 37 

Abstract 38 

Probiotics are living microorganisms that provide health benefits to the host when 39 

supplemented in adequate amounts. They are capable of promoting 40 

immunomodulation by stimulating phagocyte activity, leukocyte proliferation, antibody 41 

production and cytokine expression. Lactic acid bacteria have probiotic properties that 42 

improve the nutrition, productivity and immunity of ruminants. The aim of the present 43 

study was to evaluate the immunomodulatory effect of supplementation with 44 

Lacticaseibacillus casei P054 in cattle vaccinated against IBR. Previously, bovine 45 

splenocytes were cultured and subjected to stimulation with 10 µg of L. casei P054 46 

(106 CFU), or with 5 µg of Concanavalin A as a positive control. Subsequently, cattle 47 

(n = 10) received a 4 × 109 CFU suspension of L. casei orally. Cattle of the control 48 

group (n = 10) received 20 mL of PBS solution. The animals were treated daily for 35 49 

days. Five days after the beginning of the treatments, the cattle were vaccinated with 50 

a commercial vaccine against IBR, being revaccinated 21 days after the first dose. In 51 

vitro stimulation of bovine splenocytes with L. casei P054 showed a significant increase 52 

in the levels of mRNA transcription of IL2, IL4, IL10 and IL17 when compared to the 53 

control stimulated with Concanavalin. It was noted that from seven days after the first 54 

dose of vaccine until the end of the experiment, the group of animals that received 55 

supplementation, showed higher levels of anti-BoHV-1 IgG (p <0.05). In addition, the 56 

levels of mRNA transcription for IL2, IL4, IL10 and IL17 in peripheral blood 57 

mononuclear cells (PBMCs) from supplemented animals were higher than control 58 

animals (p <0.05). The results of the present study allow us to infer that 59 

supplementation with L. casei P054 has an excellent modulating effect on the immune 60 

response of vaccinated cattle. 61 

Keywords: probiotics; adjuvant effect; immunomodulation; cytokine. 62 

 63 

1 Introdução 64 

Os probióticos englobam um grupo de microrganismos vivos que conferem 65 

benefícios à saúde do hospedeiro quando ingeridos em quantidades adequadas 66 

(FAO/ OMS, 2002; HILL et al., 2014). São capazes de estimular a imunomodulação, 67 
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favorecendo a proliferação de leucócitos, produção de anticorpos, aumento da 68 

atividade fagocitária e alterações na expressão de citocinas (FORSYTHE & 69 

BIENENSTOCK, 2010; HABIL et al., 2011; SHIDA et al., 2011). 70 

Bactérias ácido láticas (BAL) apresentam potencial probiótico e são comumente 71 

encontradas em produtos fermentados (iogurtes, queijos, etc.) (KARAKAS-SEM & 72 

KARAKAS, 2018). As mais conhecidas espécies de BAL com potencial probiótico 73 

foram isoladas de leite e seus derivados, como Lacticaseibacillus acidophilus, L. 74 

paracasei, L. johnsonii, entre outros ( BAO et al., 2010; PLESSAS et al., 2017; 75 

KARAKAS-SEN & KARAKAs, 2018). Saalfeld et al. (2013) isolaram e caracterizaram 76 

Lacticaseibacillus casei P054 de colostro e silagem de colostro bovino e 77 

demonstraram que este alimento promoveu o aumento de peso corporal ao ser 78 

administrado para bovinos lactentes.  79 

Abd El-Tawab et al. (2016) explicam que o uso de probióticos na nutrição de 80 

ruminantes pode melhorar a saúde, produtividade e a imunidade dos animais. 81 

Adicionalmente, Santos et al. (2020) evidenciaram modulação da resposta imune 82 

vacinal em ruminantes (ovinos) ao utilizarem uma suplementação contendo o 83 

probiótico Bacillus toyonensis. Recentemente, Mani et al. (2021) verificaram 84 

alterações benéficas da microbiota ruminal ao suplementar a alimentação de ovinos 85 

com BAL. 86 

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito imunomodulador da 87 

suplementação com Lacticaseibacillus casei P054 em bovinos vacinados contra 88 

rinotraqueíte infecciosa bovina (IBR).  89 

 90 

2 Material e Métodos 91 

 92 

2.1 Preparação do inóculo de probiótico Lacticaseibacillus casei P054 93 

Lactobacillus casei P054 foi identificado por suas características morfológicas, 94 

bioquímicas e sequenciamento de DNA. Previamente as propriedades probióticas 95 

deste isolado foram avaliadas in vitro (dados não mostrados).  96 

Lactobacillus casei P054 foi semeado em MRS agar (de Man Rogosa & 97 

Sharpe), sem denominação de marca, e incubado a 37 °C durante 24 horas. Após o 98 

crescimento de colônias isoladas, foram inoculadas 3-5 colônias em frascos tipo 99 

Erlenmeyer, contendo 100 mL de meio MRS broth, e incubados em agitador orbital a 100 

100 rpm, a 37ºC por 24 horas. Posteriormente uma alíquota de 10 mL desses cultivos 101 
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foi transferida para frascos contendo 500 mL de MRS broth, sendo incubados em 102 

agitador orbital a 100 rpm, a 37°C, durante 24 horas, sem correções de pH durante o 103 

cultivo. 104 

A concentração de L. casei P054 obtida nesses cultivos foi de 105 

aproximadamente 4 × 109 UFC/mL. O controle de pureza foi realizado em todas as 106 

etapas do processo por semeadura em esgotamento em BHI agar (Brain Heart 107 

Infusion), MRS e Sabouraud agar e coloração de Gram, sem denominação de marca. 108 

 109 

2.2 Expressão de mRNA das citocinas IL-2, IL-4, IL-10 e IL-17 em esplenócitos 110 

bovino  111 

Os esplenócitos foram obtidos a partir da coleta do baço de bovinos abatidos 112 

em um frigorífico do município de Pelotas/ RS (-52.4487 31° 46′ 3″ Sul, 52° 26′ 55″). 113 

Os órgãos foram acondicionados em caixas isotérmicas e transportados ao 114 

laboratório. Imediatamente, os esplenócitos foram cultivados em placas de 24 poços 115 

(Kasvi – modelo K12-024), segundo protocolo de Dummer et al. (2014) com 116 

modificações. O experimento foi realizado independentemente duas vezes utilizando-117 

se 3 poços por estímulo. 118 

As células foram estimuladas por 20 horas em meio RPMI com 10µg de L. casei 119 

P054 na concentração de 106 UFC, ou com 5µg de Concanavalina A (ConcA) (Sigma-120 

Aldrich) como controle positivo e somente meio RPMI como controle negativo. Após o 121 

sobrenadante foi coletado e armazenado, as células foram coletadas em Trizol® (Life 122 

Technologies, Carlsbad, CA USA) e posteriormente o mRNA celular extraído segundo 123 

protocolo do fabricante e armazenados a -80ºC. O mRNA foi utilizado como molde 124 

para síntese de cDNA utilizando Kit High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit 125 

(Applied Biosystems). 126 

 127 

2.3 Transcrição de citocinas 128 

A análise de transcrição e expressão de mRNA das citocinas (IL-2, IL-4, IL-10, 129 

IL-17) em esplenócitos foram quantificadas por meio de qPCR (Mx30005P QPCR 130 

System - Agilent Technologies). A reação foi realizada com temperatura de 131 

desnaturação a 95ºC, anelamento a 60ºC e extensão a 72ºC. Os oligo iniciadores 132 

(primers) empregados nas reações estão descritos na tabela 1. Todas as reações 133 

foram realizadas em triplicatas e repetidas duas vezes. 134 

 135 
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Tabela 1: Sequência e temperatura de melting point dos oligo iniciadores utilizados na 136 

qPCR. 137 

PRIMER Tmº Sequência (5’-3’) 

β actina Forward 66.4 TGTCCACCTTCCAGCAAGTG 

β actina Reverse 65.1 CTAGAAGCATTTGCGGTGGA 

IL-2 Forward 68.1 CCTCGAGTCCTGCCACAATG 

IL-2 Reverse 64.0 CCGTAGAGCTTGAAGTAGGTGC 

IL-4 Forward 67.2 GCCACACGTGCTTGAACAAA 

IL-4 Reverse 66.5 TCTTGCTTGCCAAGCTGTTG 

IL-10 Forward 65.1 GTCTGACAGCAGCTGTATCCACTTG 

IL-10 Reverse 67.5 AACCCTGGATTGGATTTCAGAGGTC 

IL-17A Forward 67.1 CACAGCATGTGAGGGTCAAAC 

IL-17A Reverse 65.0 GTGGAGCGCTTGTGATAAT 

Tabela 1 - Os valores de Ct obtidos pelo qPCR foram analisados pela seguinte fórmula (Livak & 138 
Schmittgen, 2001): 2^(-∆∆Ct) 139 
∆∆Ct= (CtTarget-CtHousekeping) - (CtTarget-CtHousekeping) 140 

      Estímulo                                             Meio 141 
 142 

2.4 Suplementação dos bovinos com L. casei P054, vacinação e avaliação da 143 

resposta imunomoduladora  144 

O experimento foi realizado em uma propriedade rural do município de 145 

Bagé/RS (31.3301°S, 54.1005°W). Vinte bovinos da raça Hereford, jovens, com 5 146 

meses de idade foram gentilmente cedidos pelo proprietário dos animais para o 147 

desenvolvimento deste estudo. Os animais eram mantidos em pastagem natural 148 

(campo nativo) sem restrição de alimentação ou água e diariamente era fornecido 1,5 149 

kg de ração comercial Gadobel desmame (Agrobella nutrição animal®), sem indicação 150 

do peso médio dos animais. Os bovinos apresentavam-se sadios e livres de ecto e 151 

endoparasitas e foram diariamente acompanhados por médico veterinário durante 152 

todo o período experimental.  153 

Os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos de 10 animais, 154 

denominados: grupo probiótico e grupo controle. O grupo probiótico recebeu por via 155 

oral, com pistola dosadora, uma suspensão de 20 mL contendo 4×109 UFC de L. casei 156 

preparada conforme descrito anteriormente. Os animais do grupo controle receberam 157 

via oral com pistola dosadora, 20 mL de solução tamponada de fósforo (PBS). Tanto 158 

a suplementação com L. casei, como a administração de PBS foi diária durante 35 159 

dias. Cinco dias após o início dos tratamentos, os bovinos foram vacinados pela via 160 

subcutânea com 5mL de uma vacina comercial (Cattle Master, Zoetis®), vacina contra 161 
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Rinotraqueíte Infecciosa Bovina (IBR), Diarréia Viral Bovina (BVD), Parainfluenza, 162 

Tipo 3 (PI3), Vírus Sincicial Respiratório Bovino (BRSV), e Leptospira Canicola-163 

Grippotyphosa-HardjoIcterohaemorrhagiae-Pomona. O reforço vacinal foi realizado 164 

21 dias após a primeira dose. Amostras de sangue foram colhidas a partir da punção 165 

da veia jugular e coccígea com vacutainer calibre 25 mm x 0,8 (BD®) acoplado 166 

diretamente em tubos estéreis para sangue de 2 mL sem anticoagulante nos dias 0, 167 

7, 14, 21, 28 e 35. O soro foi separado, identificado e armazenado a -20°C até o 168 

momento da realização das análises.  169 

Todos os animais foram pesados ao início do experimento D0, no 21º dia, após 170 

o início da administração do probiótico e ao final do experimento D35. Os dados foram 171 

planilhados e posteriormente submetidos a análise estatística. 172 

 173 

2.4.1 Dinâmica da resposta de IgG total anti BOHV-1 174 

Para a avaliação da dinâmica de IgG anti herpes vírus bovino – 1 (BoHV-1) foi 175 

utilizado o ensaio imunoenzimático (ELISA) indireto, visto que a avaliação do BoHV-1 176 

foi realizada os testes sorológicos pareados com a ELISA devido sua praticidade e 177 

menor tempo, sendo que pode ser realizado por soroneutralização ou ELISA. A BoHV-178 

1 apresenta a funcionalidade como agente viral genético, utilizado em bovinos. Um 179 

agente comospolita de alta ocorrência em rebanhos de todo o mundo. Placas de 180 

microtitulação de 96 cavidades (COSTAR, Corning, NY) foram sensibilizadas com 181 

BoHV-1 inativado na concentração de 105TCID50 por cavidade, pelo período de 18h a 182 

4ºC. As placas foram lavadas três vezes com 200 µL de solução salina fosfatadas 183 

contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-T), por cavidade. As amostras de soro foram 184 

diluídas 1:1000 e 100 µL de cada foi adicionado nas placas em triplicata, a escolha 185 

pela técnica de diluição semeadura em placas permite realizar a semeadura em toda 186 

a superfície da placa. As placas foram incubadas a 37ºC por 60 minutos. Após a 187 

incubação, foram lavadas com PBS-T, seguidas de adição de 100 µL de anticorpo 188 

conjugado anti-IgG bovino diluído 1:2500 e incubação de 60 minutos a 37ºC. Após 189 

esse período as placas foram lavadas com PBS-T e foram adicionados 100µL de 190 

solução de revelação contendo 10 mL de tampão substrato, 0,004g de Ortho-191 

Phenylenediamine (Sigma-Aldrich) e 15µL de H2O2 por 15 minutos no escuro a 192 

temperatura ambiente. Para interromper a reação, sem indicação de tempo de 193 

interropição, foram adicionados 50µL por poço de H2SO2 2N. As absorbâncias foram 194 
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registradas em leitor de microplacas EZ Read 400 (Biochrom, Cambridge, UK) com 195 

filtro de 492 nm. 196 

 197 

2.4.2 Cultura de células mononucleares do sangue periférico bovino (PBMCs) e 198 

extração de mRNA das citocinas IL-2, IL-4, IL-10 e IL-17  199 

No 35º dia do experimento, amostras de sangue (10 mL) dos animais de ambos 200 

os grupos foram coletadas através da punção da veia jugular em tubos vacutainer 201 

contendo citrato de sódio (0.38%, v/v) (Labsynth, Diadema, SP, Brasil) como 202 

anticoagulante. A obtenção das PBMCs foi realizada conforme descrito por Leite et al. 203 

(2004).  204 

Aproximadamente 2×109 células foram cultivadas em 1 mL de meio RPMI 1640 205 

(Gibco) acrescido de 10% de soro fetal bovino (Sigma Aldrich), antibiótico e 206 

antifúngico (Penicilina 10.000 UI/mL, Estreptomicina 10 mg/mL e Anfotericina B 25 207 

mg/mL) (Gibco) em placas de cultivo celular com 24 poços (Kasvi, Taiwan, China). As 208 

células foram incubadas a 37°C em atmosfera com 5% de CO2 durante 24 horas. Após 209 

esse período, o meio de cultivo foi substituído e as células foram estimuladas com 210 

10µg de L. casei P054, ou com 10µg de ConcA (controle positivo) e com meio RPMI 211 

1640 (controle negativo). Após, incubadas por 18 horas nas mesmas condições.  212 

Ao final, o sobrenadante foi descartado e as células foram coletadas em 213 

reagente TRIzol® e o mRNA celular foi extraído segundo protocolo do fabricante e 214 

armazenados a -70ºC. A metodologia empregada seguiu as mesmas condições de 215 

reações descritas anteriormente em esplenócitos bovino. 216 

 217 

2.5 Análise estatística 218 

Os dados foram analisados em Software GraphPad Prism version 7 (San 219 

Diego, CA, USA). Os valores das médias dos níveis de IgG dos soros dos animais de 220 

cada grupo, obtidos pelo ELISA indireto, foram submetidos à análise de variância (two 221 

way ANOVA). As diferenças entre as médias foram analisadas pelo teste de Tukey 222 

considerando-se diferença significante quando p<0.05. As diferenças entre os níveis 223 

de transcrição de mRNA foram analisadas por one way ANOVA seguido pelo teste t 224 

de Student. A média do ganho de peso diário dos animais do grupo probiótico e 225 

controle foi determinada por one way ANOVA seguido pelo teste t de Student. 226 

 227 

2.6 Parâmetros éticos 228 
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Todos os procedimentos com os animais foram realizados de acordo com as 229 

diretrizes do Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA) e aprovados pela 230 

Comissão de Ética em Experimentação Animal da UFPel (CEEA nº 8224/2017).  231 

 232 

3 Resultados 233 

 234 

3.1 Dinâmica de IgG total anti-BoHV-1 nos animais vacinados (resposta imune 235 

humoral) 236 

Observou-se que ambos os grupos de animais, suplementados com L. casei 237 

P054 e controle, evidenciaram a produção de anticorpos específicos contra o antígeno 238 

viral vacinal. Notou-se que a partir de sete dias após a primeira dose de vacina, o 239 

grupo que recebeu suplementação com L. casei P054, evidenciou níveis significativos 240 

de IgG total (p<0.05), sendo esses níveis superiores em 1,3 vezes ao grupo controle. 241 

No 21º dia os níveis de IgG do grupo tratado com probiótico mantiveram-se maiores, 242 

com um valor de 2,2 vezes superior aos animais controle (p<0.05). Após a segunda 243 

dose vacinal, os níveis de IgG dos animais suplementados mantiveram-se 244 

estatisticamente superiores (p<0.05). (Figura 1). 245 

 246 

Figura 8 - Dinâmica de IgG contra BoHV-1 em bovinos vacinados com Cattle Master® e suplementados 247 
com L. casei P054. Os dados representam as médias e desvio padrão da média dos valores de 248 
absorbâncias obtidos por ELISA indireto do grupo suplementado e controle durante o período 249 
experimental. (*) indica diferença estatística (p<0.05) entre o grupo suplementado com L. casei P054 e 250 
o grupo controle. 251 
Fonte: realizado pelos autores. 252 
 253 

3.2 Expressão da transcrição gênica em esplenócitos bovinos das citocinas IL-254 

2, IL-4, IL-10 e IL-17  255 
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Em esplenócitos estimulados com L. casei P054 evidenciou-se transcrições 256 

(p<0.05) das citocinas IL-2, IL-4, IL-10 e IL-17. Quando a estimulação das células com 257 

L. casei P054 foi comparada ao grupo controle (ConcA), verificou-se que este 258 

microrganismo foi capaz de incrementar a transcrição relativa de IL-2, IL-4 e IL-10 em 259 

~30 vezes, ~3.5 vezes e ~2 vezes superior, respectivamente. Interessantemente, a 260 

transcrição relativa de IL-17 foi ~200 vezes superior ao do grupo controle (Figura 2).  261 

 262 

Figura 9 - Transcrição relativa de mRNA das citocinas IL-2, IL-4, IL-10 e IL-17 a partir do cultivo de 263 
esplenócitos bovinos in vitro. Os valores apresentados representam média e desvio padrão da média 264 
de 2∆∆ct obtidos pela técnica de qPCR. A) Transcrição relativa de mRNA de IL-4; B) Transcrição 265 
relativa de mRNA de IL-10; C) Transcrição relativa de mRNA de IL-2 e D) Transcrição relativa de mRNA 266 
de IL-17. (*) indica diferença estatística (p<0.05) entre as células estimuladas com L.casei P054 e as 267 
células estimuladas com ConcA. 268 
Fonte: realizado pelos autores. 269 
 270 

3.3 Expressão da transcrição gênica em PBMCs das citocinas IL-2, IL-4, IL-10 e 271 

IL-17  272 

A análise da transcrição relativa dos genes das citocinas em cultivo de células 273 

PBMCs que foram estimuladas com L. casei P054 revelou aumento significativo na 274 

transcrição das citocinas IL-2, IL-4, IL-10 e IL-17 nas células oriundas dos animais que 275 

receberam a suplementação com L.casei P054, comparados às células dos animais 276 

controle (p<0.05). Usando os valores de 2∆∆Ct, foi possível constatar um aumento de 277 

aproximadamente 2,8 vezes na transcrição de IL-2, 1,6 vezes de IL-4, 2,7 vezes de 278 

IL-10, e 3,8 vezes de IL-17 (Figura 3). Adicionalmente, evidenciou-se que a expressão 279 
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gênica com ConcA foi inferior a expressão com L. casei para todas as citocinas 280 

avaliadas (p<0,05).  281 

 282 

Figura 10 -Transcrição relativa de mRNA das citocinas IL-2, IL-4, IL-10 e IL-17 a partir do cultivo de 283 
PBMC’s de bovinos e estimuladas com L.casei P054. Os valores apresentados representam média e 284 
desvio padrão da média de 2∆∆ct obtidos pela técnica de qPCR. A) Transcrição relativa de mRNA de IL-285 
4; B) Transcrição relativa de mRNA de IL-10; C) Transcrição relativa de mRNA de IL-2 e D) Transcrição 286 
relativa de mRNA de IL-17. (*) indica diferença estatística entre o grupo suplementado com L. casei 287 
P054 e o grupo controle.  288 
Fonte: realizado pelos autores. 289 

 290 

Durante todo o período experimental, os animais suplementados com L. casei 291 

P054 tiveram ganho médio diário de peso corporal significativamente maior (p<0.05; 292 

560 g/dia) quando comparados aos animais do grupo controle (0,195 kg/ dia). 293 

 294 

4 Discussão 295 

Estudos avaliando a atividade imunomoduladora de BAL, particularmente L. 296 

casei são incipientes em ruminantes. Assim, a presente pesquisa relata a resposta 297 

imunomoduladora de bovinos vacinados contra BoHV-1 e suplementados com L. 298 

casei P054 oriundo de colostro e silagem de colostro bovino.  299 

O conjunto de alunos de microbiologia do Departamento de Microbiologia e 300 

Parasitologia, Centro de Desenvolvimento Tecnológico, Departamento de Veterinária 301 

Preventiva e Centro de Controle de Zoonoses da Universidade Federal de Pelotas, 302 
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evidenciaram um resultado satisfatório com a atividade probiótica in vitro do isolado L. 303 

casei P054 utilizado neste estudo (dados não publicados).  304 

Na presente pesquisa evidenciou-se que a suplementação com L. casei P054 305 

foi capaz de incrementar a resposta imune à vacina e induzir a transcrição de citocinas 306 

pró-inflamatórias e anti-inflamatórias, tanto em esplenócito bovino, como também em 307 

PBMCs, comprovando este isolado. Os bovinos vacinados e suplementados com L. 308 

casei P054 apresentaram nível significativamente superior de IgG anti-BoHV-1 309 

quando comparados ao grupo controle sem suplementação. Estes resultados 310 

sugerem que a suplementação com o probiótico pode ser vantajosa, uma vez que foi 311 

capaz de induzir um incremento da resposta imune humoral protetora a partir do 7º 312 

dia da vacinação primária e mantendo-se superior até o final do experimento. Além 313 

disso, os níveis de BoHV-1-IgG específico, principalmente no dia 21, foram 314 

semelhantes aos do dia 35, sugerindo que esses animais poderiam ter anticorpos 315 

neutralizantes do BoHV-1 aos 21 dias, requer um maior tempo para avaliar a presença 316 

de anticorpos neutralizantes. Previamente, Jia et al. (2020) também constataram um 317 

aumento na titulação de IgG ao utilizar L. casei como adjuvante de uma vacina contra 318 

o vírus da diarreia viral bovina (BVDV). O BVDV não foi avaliado, pois, a vacina 319 

recombinante de Lactobacillus fornece proteção imunológica contra a infecção por 320 

BVDV, que pode ser eliminada efetivamente pela vacina pós-exposição em animais 321 

vacinados por via oral. 322 

No estudo verificou-se que os esplenócitos estimulados com L. casei P054 323 

exibiram altos níveis de transcrição de mRNA para as citocinas IL-2, IL-4, IL-10 e IL-324 

17, e níveis relativos similares de transcrição foram observados em PBMCs de bovinos 325 

suplementados com este microrganismo. Estes resultados sugerem que a 326 

estimulação com L. casei P054 induziu a um ambiente favorável para a interação do 327 

antígeno vacinal e do sistema imunológico, o que se traduziu no incremento da 328 

resposta imunológica humoral e celular à vacina. Essas observações são 329 

corroboradas pelos resultados de Jia et al. (2020) que constataram um aumento nos 330 

níveis dessas citocinas ao utilizar L. casei como adjuvante de uma vacina contra BVDV 331 

em camundongos. Esses autores demonstraram o bom desempenho desse 332 

microrganismo como probiótico, estimulando a modulação da resposta imune 333 

específica, como também apresentou capacidade de colonização intestinal, 334 

promovendo o crescimento dos animais experimentais e proteção contra bactérias 335 

enteropatogênicas.  336 
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Acredita-se que a capacidade dos probióticos em induzir um aumento na 337 

resposta imune às vacinas seja decorrente do microrganismo probiótico pelas células 338 

apresentadoras de antígeno (APCs) nas placas de Peyer. A interação de probióticos 339 

com APCs ativa linfócitos T virgens, principalmente por meio da secreção de citocinas, 340 

em seguida esses linfócitos migram para os linfonodos, em diferentes locais do corpo, 341 

onde estimulam a resposta imunológica (HONG et al., 2005; CHIEPPA et al., 2006; 342 

LEBEER et al., 2010). Adicionalmente, a estimulação de células imunes e a indução 343 

da expressão de citocinas é um fator fundamental para a resposta imunoprotetora à 344 

uma vacina (JIA et al., 2020). Segundo Shida et al. (2011) o mecanismo de modulação 345 

imunológica probiótica decorre da alteração do perfil de citocinas produzidas no 346 

ambiente, onde os antígenos vacinais irão interagir com as células imunológicas.  347 

Os resultados mostraram que L. casei P054, estimulou diretamente a secreção 348 

de citocinas pró-inflamatórias e anti-inflamatórias, sugerindo que o probiótico pode 349 

atuar como modulador e regulador da resposta imune, pois a resposta inflamatória 350 

corresponde à intensa atividade celular, ao passo que as propriedades anti-351 

inflamatórias regulam esse processo. Neste sentido, Shida et al. (2011) constataram 352 

que L. casei ao ser fagocitado por monócitos é capaz de estimular a secreção de 353 

citocinas pró-inflamatórias como IL-2 e TNF, assim como a IL-10 que atua como anti-354 

inflamatória. Esses autores constataram também diferentes padrões de dosagens na 355 

curva de resposta e tempo de produção de IL-12 e IL-10, sugerindo que essas 356 

interleucinas atuam na imunorregulação da resposta inflamatória, o que aumenta a 357 

defesa inata e regula a inflamação. 358 

Os dados do presente estudo demonstraram que a administração de L. casei 359 

P054 promoveu significativo incremento dos níveis de transcrição de mRNA de IL-2 e 360 

IL-17 com aumento de aproximadamente 2,8 e 3,8 vezes superiores ao controle, 361 

sendo que a IL-17 foi a citocina que apresentou maiores níveis de expressão, tanto 362 

em esplenócitos bovino, como em PBMCs oriundas dos animais suplementados com 363 

o probiótico. Essas citocinas são cruciais para a modulação da resposta imune e 364 

desencadeamento do processo inflamatório respectivamente (PAPPU et al., 2012; 365 

BAYER et al., 2013; WATTEGEDERA et al., 2017).  366 

A IL-2 é sintetizada por células T e está envolvida na maturação de linfócitos T 367 

e B (BAYER et al., 2013). Trata-se de uma citocina chave para o desenvolvimento da 368 

resposta imune adaptativa, promovendo a proliferação, diferenciação e expansão 369 

clonal de células T (ZHOU et al., 2002; GAFFEN; LIU, 2004;) e induzindo a geração 370 



82 
 

de células T de memória (BACHMANN & OXENIUS, 2007; LI & PAUZA, 2015). 371 

Matsuzaki et al. (1998) relataram elevação na síntese de IL-2 em camundongos 372 

suplementados com L. casei, o que corrobora os dados observados no presente 373 

estudo com relação a essa citocina, uma vez que as células que receberam o estímulo 374 

com probiótico apresentaram transcrição de mRNA de IL-2 superior ao controle. 375 

A IL-17 é produzida por linfócitos T e células NK, sendo responsável por tornar 376 

a resposta imune das mucosas mais efetiva ao desencadear o processo inflamatório, 377 

(PAPPU et al., 2012; WATTEGEDERA et al., 2017;). Foi demonstrado que esta 378 

citocina não apenas desencadeia a proliferação de linfócitos B, como também 379 

promove a formação de centros germinativos e induz a troca de isotipos IgG 380 

(MITSDOERFFERA et al. 2010), podendo estar envolvida na indução da produção de 381 

anticorpos pelos linfócitos B (MITSDOERFFERA et al., 2010; CAI et al., 2012;). 382 

De acordo com Díaz e Allen (2007) a IL-17 está associada com o 383 

desencadeamento de uma resposta TH2. Por outro lado, Morales et al. (2020) 384 

sugerem que a IL-17 é importante na manutenção da homeostase intestinal e na 385 

regulação das alterações inflamatórias e metabólicas associadas à diabetes do tipo 2.  386 

É importante destacar que o papel da IL-17 pode estar associado à formação 387 

de barreiras epiteliais na cavidade bucal, na pele, pulmões, trato gastrintestinal e 388 

urogenital, o que permite surgerir que seu uso como suplemento na alimentação de 389 

bovinos não só incrementa a microbiota intestinal desses animais, como estimula a 390 

formação dessa barreira epitelial importante na resposta imune inata (MORALES et 391 

al., 2020; DÍAZ e ALLEN, 2007). Adicionalmente, Pappu et al. (2012) apontam a IL-17 392 

como uma das principais citocinas envolvidas na resposta imune frente aos 393 

probióticos. 394 

O aumento da transcrição do mRNA das citocinas de IL-2, IL-4, IL-10 e IL-17 395 

permite sugerir que L. casei P054 apresenta excelente capacidade imunomoduladora 396 

das respostas imunes. Adicionalmente acredita-se que a modulação imunológica do 397 

probiótico que resultou em níveis significativamente maiores de IgG total anti-BoHV-1 398 

observados nos bovinos suplementados com o probiótico pode ser decorrente da 399 

maior expressão dessas citocinas. 400 

Interessantemente, no presente estudo, os animais suplementados com o 401 

probiótico evidenciaram significativo ganho de peso corporal, quando comparados aos 402 

animais não suplementados. Estes dados nos permitem supor que, além da ação 403 

imunomoduladora observada à resposta vacinal, a administração de L. casei P054 404 
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também contribuiu para o superior ganho de peso. Previamente, Saalfeld et al. (2013) 405 

observaram que a alimentação de bovinos com silagem de colostro, fonte de BAL 406 

incluindo L. casei, foi capaz de promover o aumento de peso corporal dos animais. 407 

Todavia, estes autores atrelaram este resultado a constituição nutricional da silagem 408 

de colostro. Em outros estudos que avaliaram o uso de probiótico comercial na 409 

alimentação de bovinos, Rasteiro et al. (2007), Arenas et al. (2007) e Terrassi et al. 410 

(2010) evidenciaram aumento significativo de ganho de peso vivo dos animais. Os 411 

probióticos podem melhorar o desempenho produtivo, mantendo um equilíbrio 412 

saudável de bactérias no intestino e atuando por exclusão competitiva contra bactérias 413 

patogênicas ou inibindo seu crescimento por meio da produção de ácidos orgânicos, 414 

o que melhora o ambiente intestinal e favorece a absorção de nutrientes (ALMEIDA 415 

et al., 2013). Bittar et al. (2016) relataram que a suplementação de probiótico na dieta 416 

de animais melhora a digestibilidade, tornando mais eficiente o uso dos nutrientes 417 

presentes na dieta, o que se reflete em maiores ganhos de peso diário e maior taxa 418 

de conversão alimentar. 419 

 420 

5 Conclusão 421 

Os dados obtidos neste estudo permitem concluir que a suplementação de 422 

bovinos com L. casei P054 tem efeito modulador na resposta imune contra a vacina 423 

BoHV-1.  424 

 425 
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6 Conclusões Finais 1 

 2 

 Os resultados deste estudo demonstram que a fermentação anaeróbica 3 

do colostro equino até 365 dias de fermentação, mantem os constituintes colostrais 4 

avaliados semelhantes ao colostro in natura.  5 

 Os resultados do presente estudo indicam que L. casei P054 apresenta 6 

relevante potencial probiótico in vitro. 7 

 In vitro, L. casei P054 induz efeito imunomodulador em esplenócitos 8 

bovino 9 

 A suplementação de bovinos com L. casei P054 tem efeito modulador 10 

na resposta imune contra a vacina BoHV-1. 11 
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