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RESUMO

ROQOS, TALITA BANDEIRA, Universidade Federal de Pelotas, setembro de 2006.
EFEITO DE Sacharomyces boulardii E Bacillus cereus VAR. toyoi NA
RESPOSTA IMUNE DE CORDEIROS VACINADOS. Orientador: Carlos Gil Turnes.
Co-orientadores: Fabio Leivas Leite e Marcio Nunes Corréa.

Probidticos sdo produtos que contém microrganismos viaveis que alteram a
microbiota das mucosas e produzem efeitos benéficos a saude. Sao uteis na
prevencao e no tratamento de doengas, em disturbios gastrintestinais, na inibicdo da
carcinogénese, como promotores de crescimento constituindo-se em uma alternativa
aos antibidticos e como imunomoduladores. Tém sido relatados diversos estudos
sobre os efeitos dos probidticos na imunidade, ainda que os mecanismos pelos
quais atuem ainda ndo estdo bem esclarecidos. A maioria dos estudos utilizou
lactobacilos ou bifidobactérias, microrganismos utilizados na alimentagdo humana e
que apresentam restricobes em sua administracdo na alimentacdo animal.
Saccharomyces boulardii e Bacillus cereus var. toyoi sdo mais resistentes as
condicbes ambientais adversas que as bactérias acido-lacticas, o que facilita seu
uso na elaboragdo, conservacdo e administracdo de ragbes para uso em
alimentacdo animal. A imunizacdo dos animais domésticos para controlar as
doencas infecciosas, iniciada ha mais de um século, tem despertado novo interesse
em vista das restricbes impostas pelos mercados consumidores ao uso de
antibidticos e outros quimioterapicos. Vacinas mais potentes e com menores efeitos
colaterais foram desenvolvidas mediante a utilizagdo de adjuvantes eficientes e
antigenos purificados. Probidticos podem modular a resposta imune, potencializando
as vacinas, 0 que abre uma nova perspectiva de sua utilizagdo. O objetivo deste
estudo foi avaliar o efeito de dois probidticos, um elaborado em base a Bacillus
cereus var. toyoi e o outro em base de Saccharomyces boulardii, na resposta imune
de ovinos vacinados com uma bacterina de Escherichia coli e com uma vacina
inativada contra Herpesvirus Bovino 5 (BoHV-5). Trinta animais com trés meses de
idade foram imunizados com uma dose de cada vacina nos dias 0 e 30 do
experimento, e divididos ao acaso em trés grupos de dez animais, sendo mantidos
na mesma pastagem natural e suplementados com ragdo comercial ad libitum. Na
racdo do grupo 1 foi adicionado Bacillus cereus var. toyoi na concentragdo de 1x10°
esporos vidveis gr', na do grupo 2 Saccharomyces boulardii na concentracdo de
1x10® UFC gr', e a do grupo 3 (controle) sem probidticos. Coletou-se sangue
semanalmente durante oito semanas. Os titulos de anticorpos foram determinados
por ELISA, utilizando como antigeno a cepa vacinal. Os titulos individuais € a média
dos grupos foram transformados em soroconversées utilizando como valor 1 o da
amostra do dia 0. As soroconversdes mais altas contra a bacterina de E. coli foram
1,3 para o grupo suplementado com B. cereus var. toyoi, 1,9 no grupo que recebeu
ragcado contendo S. boulardii e 0,9 para o grupo controle, todos diferentes entre si
(p<0,05). As soroconversdes mais altas contra BoHV-5 foram 2,7 para o grupo
suplementado com B. cereus var. toyoi, 1,7 no grupo que recebeu ragao contendo S.
boulardii e 1,3 para o grupo controle, todos diferentes entre si (p<0,05). Os
resultados indicam que Saccharomyces boulardii induziu maiores soroconversdes
contra E. coli e B. cereus var. toyoi induziu maiores soroconversdes contra BoHV-5.

Palavras-chave: Probidticos, ruminantes, imunomodulacgao.



ABSTRACT

ROOS, TALITA BANDEIRA, Universidade Federal de Pelotas, setembro de 2006.
EFFECTS OF Sacharomyces boulardii AND Bacillus. cereus var. toyoi ON THE
IMMUNE RESPONSE OF VACCINATED LAMBS. Advisor: Carlos Gil Turnes. Co-
advisers: Fabio Leivas Leite e Marcio Nunes Corréa.

Probiotics are products that contain viable microorganisms that modulate mucosal
microbiota with beneficial effects on health. They are useful in the prevention and
treatment of diseases, inhibit carcinogenesis, increase feed efficiency being an
alternative to antibiotics, and modulate immune responses. Most of the reports on the
effects of probiotics on the immune response were produced using lactobacillaceae
or bifidobacteria, and although the processes involved are not completely
understood, there is no doubt about heir beneficial effect on humoral and cellular
responses. More potent vaccines that produce less undesirable effects were
developed using efficient adjuvants and purified antigens. Probiotics can potentiate
the response to vaccines, opening a new perspective for their use. The objective of
this work was to evaluate the effect of two probiotics, one prepared with Bacillus
cereus var. toyoi and the other with Saccharomyces boulardii, on the immune
response of lambs vaccinated against Escherichia coli and Bovine Herpesvirus-5.
Thirty three-month old lambs were vaccinated with one dose of each vaccine on days
0 and 30 of the experiment, and randomly divided in three groups of 10 each. The
animals were maintained in the same pasture and supplemented with the respective
feed ad libitum. Feed of group 1 contained Bacillus cereus var. toyoi at a
concentration of 1x10° viable spores gr', and that of group 2, 1x10° CFU gr’ of
Saccharomyces boulardii, while group 3 received non-supplemented feed. Blood
samples were obtained at weekly intervals for eight weeks. Antibody titres were
determined by ELISA using vaccinal strains as antigens. Individual absorbancies and
means for each group were divided by those at day 0 and expressed as
seroconversions. The higher seroconversions against the E. coli bacterin were 1.3,
1.9 and 0.9 for the B. cereus var. toyoi, S. boulardii and control groups, respectively,
all different among them (p<0,05). The higher seroconversions against the BoHV-5
vaccine were 2.7, 1.7 and 1.3 for the B. cereus var. toyoi, S. boulardii and control
groups, respectively, all different among them (p<0,05). The results showed that S.
boulardii induced higher soroconversions against E. coli and that B. cereus var. toyoi
higher soroconversions against BoHV-5.

Key words: probiotics, ruminants, immunomodulation
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1.0 - INTRODUGAO GERAL

A bibliografia cientifica disponivel sobre a utilizagdo de probidticos em
ovinos ainda é escassa. Segundo a base de dados do ISI WEB of KNOWLEDGE
(ISI, 2006) somente 10 trabalhos sobre uma base de 29.956.221 artigos estao
indexados, nos que na maioria avaliou-se seu efeito nos indices de produgao de
carne, leite ou Ia.

O setor de producdo de carne contribui expressivamente na economia
brasileira tendo em vista que o produto brasileiro tem grande aceitabilidade no
exterior. No que se refere a carne de ruminantes, embora a carne bovina tem maior
participacdo no Produto Interno Bruto que a ovina e caprina, em 2005 a criagao de
ovinos e caprinos teve um crescimento de 6,5%, embora a carne destas espécies
represente apenas 5% do volume total produzido (NOGUEIRA & JUNIOR, 2006).
Isso demonstra a tendéncia de crescimento do consumo no mercado interno, visto
que também aumentaram as importagdes de carne ovina e caprina da Argentina,
Nova Zelandia e Uruguai, que € o principal fornecedor, com um volume de 3.600
toneladas no ano de 2005, superando o ano de 1992 quando chegou a 2.500
toneladas (NOGUEIRA & JUNIOR, 2006). Esse crescimento tem sido justificado pela
formagéao de associagbes comerciais que estdo investindo no segmento através de
marketing, treinamento, tecnologia, sanidade e outros pré-requisitos para o setor
(NOGUEIRA & JUNIOR, 2006).

A criagao de ovinos € encontrada em varias regides do pais, sendo animais
de facil adaptagdo em varios sistemas de produgdo. Possuem algumas
caracteristicas que tornam vantajosa a sua criagdo: producdo de 13, carne e leite,
além da facilidade de manejo e adaptagao, quando comparado como, por exemplo,
a bovinocultura (SELAIVE-VILLARROEL et al., 1997; CEZAR et al., 2004). Devido a

seu porte pequeno e facilidade de manejo, os ovinos sao também utilizados como
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modelo experimental para posterior transposi¢cdo de resultados a outras espécies
(MIKEL et al., 2004).

Técnicas de melhoramento genético, controle sanitario e programas
nutricionais tém sido utilizados para tornar a produgdo ovina mais rentavel e
competitiva. Para que isso seja possivel, € necessario fornecer alimentagao
adequada a cada categoria animal, assim atendendo suas demandas com
alimentagéo de qualidade (TABELEAO, 2006).

As industrias de alimentos animais suplementam as ragdes com
antimicrobianos em doses sub-terapéuticas, utilizados tanto como promotores de
crescimento quanto para controlar doengas, embora possam deixar residuos nos
produtos obtidos desses animais. Por esse motivo alguns paises tem restringido a
entrada de produtos obtidos de animais nos que se tenham utilizado antibiéticos no
processo de criagdo. Os consumidores optaram por produtos com menores riscos a
saude, ja que com o uso prolongado estes produtos podem induzir ao aumento de
populagdes bacterianas resistentes, causando risco significativo a saude animal e
humana, uma vez que para combater essas bactérias teriam que se usar antibidticos
mais potentes (RUSSELL & HOULIHAN, 2003).

Nos ultimos anos tem aumentado a procura por uma alternativa aos
antibidticos utilizados na alimentagao animal, sendo os probidticos a mais plausivel,
com dados encorajadores em peixes, aves, suinos e bovinos. Os probidticos séo
utilizados na prevengcao e no tratamento de doencas, na regulagao da microbiota
intestinal, no controle de disturbios do metabolismo gastrintestinal, como
imunomoduladores, na inibigdo da carcinogénese, e como promotores de
crescimento. A maioria dos estudos utilizou lactobacilos ou bifidobactérias, bactérias
usadas na alimentacdo humana e que apresentam restricbes em sua
comercializagao e administracdo na alimentagao animal. O uso de microorganismos
ndo acido-laticos como probioticos, tais como Saccharomyces boulardii e Bacillus
cereus var. toyoi, mais resistentes as condigbes ambientais a que serdo submetidos,
justificou a utilizagao destas espécies no estudo objeto desta Dissertagéo.

Recentes pesquisas para avaliar a resposta imune de animais alimentados
com dietas suplementadas com probidticos, revelaram, em sua grande maioria, os
efeitos benéficos destes microorganismos ao estimularem de alguma maneira a
resposta imune do hospedeiro, seja a resposta inata, a celular ou a humoral
(ERICKSON & HUBBARD,2000). Na grande maioria dos trabalhos utilizaram-se
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especies monogastricas, tais como camundongos, aves e suinos, 0 que indica a
necessidade da avaliagéo dos probidticos em espécies ruminantes.

Baseado nos resultados obtidos em outras espécies formulou-se a hipotese
que Saccharomyces boulardii e Bacillus cereus var. toyoi aumentam a resposta
imune humoral de cordeiros vacinados com uma bacterina de Escherichia coli e com

uma vacina inativada contra o Herpesvirus Bovino 5 (BoHV-5).



2.0 - OBJETIVO

Avaliar a influéncia de Saccharomyces boulardii e Bacillus cereus var. toyoi
na resposta imune humoral de ovinos vacinados contra Escherichia coli K88ab e

Herpesvirus Bovino-5.
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PROBIOTICOS EM OVINOS

Probiotics in ovines

Talita Bandeira Roos, Fabio Pereira Leivas Leite, Carlos Gil-Turnes
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Resumo

Os probidticos sdo a mais promissora alternativa para substituir os antibidticos
utilizados como promotores de crescimento na alimentagdo animal. Como conseqiiéncia,
aumentou o interesse pelo estudo dos efeitos dos probidticos, prebidticos e simbidticos na
saude e producao animal, principalmente os probioticos elaborados com leveduras do género
Saccharomyces ou bactérias do género Bacillus, que ndo deixam residuos nos alimentos de
origem animal. Entre os principais mecanismos de a¢do dos probidticos estdo a competi¢ao
por sitios de liga¢do, producdo de substincias antibacterianas e enzimas, competicdo por
nutrientes e estimulo ao sistema imune. Os trabalhos de validagao de probiodticos em ovinos
sdo escassos, e, embora fossem relatados efeitos benéficos, os mecanismos de agdo sdo pouco
conhecidos. Cordeiros suplementados com probidticos apresentaram aumento no ganho de
peso diario, na ingestdo de leite e na eficiéncia alimentar ¢ menor taxa de mortalidade.
Ovelhas suplementadas tiveram um aumento significativo no volume de producdo e no
conteudo de gordura e proteinas do leite. Varios estudos relataram os efeitos dos probiodticos
na imunidade, envolvendo um ou véarios componentes da resposta imune, tais como

imunidade inespecifica, humoral ou celular.
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Abstract

Probiotics are one of the most promising alternatives to antibiotic supplementation in
feedstuffs for animals. For this reason, the interest in the study of the effects of probiotics,
prebiotics and symbiotics in animal health and production is constantly increasing. Probiotics
prepared with yeasts or Bacillus are specially interesting due to their resistance during feed
processing, transportation, storage and administration. Among the main mechanisms of action
of the probiotics, exclusive competition, bacteriocins and enzyme production, competition for
nutrients and enhancement of the immune response, were proposed. Validations of probiotics
for ovines are scarce, although few reports showed their beneficial effects. Lambs fed
probiotics showed lower mortality rates, and increased daily weight gain, milk consumption
and feed efficiency. Probiotics also increased protein and fat concentration and the volume of

milk produced by ewes.
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Introduciao

O termo probidtico deriva do grego e significa “pro-vida”, sendo o antdnimo de
antibidtico, que significa “contra a vida”, e ainda que ao longo dos anos o termo teve
diferentes acepgoes, atualmente é utilizado para designar preparagdes ou produtos que contém
microorganismos viaveis definidos ¢ em quantidade adequada, que alteram a microbiota
propria das mucosas por implantagdo ou colonizagdo de um sistema do hospedeiro,
produzindo efeitos benéficos em sua satde (SCHREZENMEIR & DE VRESE, 2001). Os
probidticos sdo usados na prevencao e no tratamento de doengas, na regulacao da microbiota
intestinal, em distirbios do metabolismo gastrintestinal, na inibi¢do da carcinogénese, como
imunomoduladores e como promotores de crescimento, constituindo-se em uma alternativa
aos antibioticos (GOMES & MALCAT, 2006).

Uma das mais promissoras areas de desenvolvimento de alimentos funcionais tem
sido o uso de probidticos e prebidticos devido a seu papel na saude (ERICKSON &
HUBBARD, 2000). Diversos autores relatam que a longevidade da populacdo da Bulgaria
estaria associada ao alto consumo de produtos lacteos fermentados e que os Lactobacillus
presentes neles previnem doencas causadas por patogenos intestinais (YOON & STERN,
1995). A maioria das informagdes sobre a influéncia dos probidticos na imunidade foi obtida
com a utilizacdo de lactobacilos ou bifidobactérias, bactérias utilizadas na alimentagdo
humana e que sdo dificeis de armazenar e administrar a animais. Bacillus cereus var. toyoi,
pelo contrario, resiste as condi¢cdes ambientais o que facilita seu uso na elaboragdo,
conservagao e administragao de ragdes para animais (GIL-TURNES et al., 1999).

A imunizacdo dos animais domésticos para controlar as doencas infecciosas,
iniciada ha mais de um século, tem despertado novo interesse em vista das restrigcdes impostas
pelos mercados consumidores ao uso de antibidticos e outros quimioterapicos, tanto para uso

terapéutico, para a prevencao das doengas ou para incrementar a eficiéncia alimentar. Alguns
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probidticos modulam a resposta imune, potencializando as vacinas, o que abre uma nova
perspectiva de sua utilizagdo (AVILA et al, 2000).

A bibliografia cientifica disponivel sobre a utilizagao de probidticos em ovinos ainda
¢ escassa. Segundo a base de dados do ISI WEB of KNOWLEDGE (ISI, 2006) somente 10
trabalhos sobre uma base de 29.956.221 artigos estdo indexados, nos que na maioria avaliou-

se seu efeito nos indices de produgdo de carne, leite ou Ia.

Tabela 1: ARTIGOS INDEXADOS EM ISI WEB OF KNOWLEDGE SOBRE

Autores Revista Ano de publicagao
JONECOVA, Z. et al Zivocisna Vyroba 1992
NEWBOLD, C. J. et al Journal of Animal Science 1995
MATHIEU, F. et al Reproduction Nutrition Development 1996
JOUANY, J. P. et al Animal Feed Science and Technology 1998a
JOUANY, J. P. et al Reproduction Nutrition Development 1998b
CORONA, L. et al Small Ruminant Research 1999
ARCOS-GARCIA, J. L. etal  Livestock Production Science 2000
MWENYA, B. et al Animal Feed Science and Technology 2004
FLORES, M. et al Cuban Journal of Agricult. Science 2005
KRITAS, S. K. et al Journal of Veterinary Medicine S. B 2006

Termos de indexagdo: probiotic for sheep
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IMPORTANCIA DOS PROBIOTICOS EM FACE A PROIBICAO DOS
ANTIBIOTICOS

A partir dos resultados do Comité Swann (SWANN COMMITTEE, 1969), que
alertou para os riscos da utilizagdo de antibidticos em doses subterapéuticas, a utilizagdo
indiscriminada de antibidticos foi questionada, concluindo na sua proibi¢do pela Unido
Européia a partir de 2006 (COUNCIL OF THE EUROPEAN UNION, 2003). Embora o uso
de aditivos na alimentagdo animal na Europa fosse normatizado desde 1970 (Directive
70/524/EEC), adaptada em 1994 ao incluir-se alguns microorganismos ¢ enzimas (Directive
94/40/EC) (ROSEN, 1996), a pecuaria tem sido, a partir de 1997, logo ap6s os humanos, o
maior consumidor de antibidticos na Europa, devido tanto a suplementagdo de ragcdes animais
como com finalidade terapéutica (HONG et al., 2005).

Face a nova situacdo referente ao uso de antibiodticos, a alternativa mais promissora
para sua substituicdo sdo os probioticos. Probidticos elaborados com leveduras do género
Saccharomyces ou bactérias do género Bacillus, entre outros, que ndo deixam residuos nos
alimentos de origem animal, sdo utilizados desde hé décadas visando a substituicdo dos
antibioticos (KREHBIEL et al., 2003; COPPOLA & GIL-TURNES, 2004). Como resultado,
aumentou o interesse pelo estudo dos efeitos dos probidticos, prebidticos e simbidticos na
saude e producao animal (KREHBIEL et al., 2003), assim como o interesse na fabricacdo e

utilizagdo de vacinas mais eficientes (HONG et al., 2005).

PROBIOTICOS USADOS EM OVINOS

Ovinos sdo criados tanto em regides frias, temperadas, subtropicais quanto tropicais,
devido a sua adaptacdo em varios sistemas de producdo. Possuem caracteristicas que tornam
vantajosa sua criagdo, tais como producao de 13, carne e leite, além da facilidade de manejo e

adaptacdo a diferentes condig¢des ecoldgicas, quando comparados com os bovinos (SELAIVE-
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VILLARROEL et al., 1997; CEZAR et al., 2004). O porte pequeno facilita sua utilizagao
como modelo na experimentagdo e posterior transposi¢cao a outras espécies (MIKEL et al.,
2004).

Nutricionistas ¢ microbiologistas tém mostrado interesse na manipulagdo da
microbiota ruminal para melhorar a eficiéncia produtiva nessas espécies (MARTIN &
NISBET, 1992). Inicialmente os microorganismos utilizados na alimentacdo animal foram
espécies de Lactobacillus (STERN & STORRS, 1975), seguido por Enterococcus,
Pediococcus e Bacillus, além de algumas espécies de leveduras como Saccharomyces
cerevisiae ¢ S. boulardii (GUILLOT, 1998; THOMKE & ELWINGER, 1998). Embora a
maioria dos experimentos utilizando alimentos que contenham microorganismos viaveis,
bactérias ou leveduras, apresentem resultados positivos, os mecanismo de agdo envolvidos
ndo estdo elucidados. A partir do conhecimento do modo de agdo dos probiodticos poder-se-a
selecionar microorganismos mais apropriados para as dietas de ruminantes (KREHBIEL et
al., 2003).

Embora sejam escassos os trabalhos de validagdo de probidticos em ovinos, algumas
pesquisas mostraram efeitos benéficos. Cordeiros suplementados com probidticos da primeira
até a quinta semana de vida tiveram uma redugcdo no indice de diarréia e maior
desenvolvimento (LEMA et al., 2001; BRASHEARS et al., 2003), enquanto o probidtico
PIONEER PDFM® incrementou o ganho de peso diario, a ingestdo de leite e a conversdo
alimentar (ANTUNOVIC et al., 2005). Ovinos suplementados com Bacillus licheniformis ¢ B.
subtilis apresentaram aumento da producdo e no contetido de gordura e proteinas do leite, e
menor taxa de mortalidade nos cordeiros (KRITAS et al., 2006).

TABELEAO et al. (2005) comunicaram que as concentragdes de glicose sanguinea,
triacilglicerol e colesterol ndo foram diferentes (p>0,05) em cordeiros suplementados com B.

cereus var. toyoi, S. boulardii, Monensina e nos controles. No entanto, as concentracdes de
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uréia foram maiores (p<0,05) nos ovinos suplementados com B. cereus var. toyoi, diferindo
dos demais, exceto dos que receberam Monensina, concluindo que a utilizagdo de probiodticos
na alimentacdo de ruminantes foi eficiente, visto que as alteracdes ruminais ndo foram

expressivas e as metabolicas foram benéficas, além de ndo deixarem residuos na carcaca.

PROBIOTICOS USADOS EM BOVINOS

Pesquisas realizadas em gado de leite com Saccharomyces cerevisiae demonstraram
que a digestibilidade de proteina bruta e hemicelulose aumentaram em vacas ndo lactantes, no
entanto a digestibilidade da matéria seca e fibra detergente acida permaneceu inalterada
(WIEDMEIER et al.,, 1987). Culturas de Lactobacillus utilizadas em substituicdo aos
antibidticos na racao de vacas de leite no pré-parto, aumentaram a produgao de leite ¢ o ganho
de peso em gado de corte (GOMEZ-ALARCON et al., 1990). Aspergillus oryzae adicionado a
racdo aumentou a digestibilidade no rimen e no trato digestivo total, ndo sendo afetadas a
concentragdo de acidos graxos volateis e aménia (GOMEZ-ALARCON et al., 1990), assim
como a produgdo diaria de leite (GOMEZ-ALARCON et al., 1991), resultados similares os de
KELLEMS et al. (1990).

ROTH & KIRSCHGESSNER (1988) comprovaram que terneiros que receberam
ragio contendo B. cereus var. toyoi na concentragio de 1x10° esporos viaveis por kg
aumentaram o ganho de peso em 3,9 % e a conversdao alimentar em 3,2 %. GRITZER e
LEITGEB (1998), pelo contrario, observaram que touros da raca Simenthal suplementados
com B. cereus var. toyoi, Monensina ou Lactobacillus nao mostraram diferencas
significativas no ganho de peso diario, eficiéncia energética, peso ao abate, terminagdo de
carcaga ¢ nem nos parametros de qualidade da carne (maciez e sabor), embora o grupo

suplementado apresentou melhor performance.
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MODO DE ACAO DOS PROBIOTICOS

Os mecanismos envolvidos na resposta aos probidticos em ruminantes s3o pouco
esclarecidos, embora os numerosos trabalhos realizados para esclarecer o modo de agdo dos
probidticos em monogastricos (HOLZAPFEL et al.,, 1998) Os probioticos podem atuar
modificando o equilibrio dos microorganismos intestinais, aderindo-se & mucosa intestinal e
assim prevenindo a aderéncia e ativagdo dos patogenos, influenciando a permeabilidade
intestinal ¢ modulando respostas do sistema imune (SALIMEN et al., 1996). Algumas
espécies secretam metabolitos que estimulam outras bactérias benéficas aos ruminantes
(KAMEL et al., 2004; MWENYA et al., 2004), entanto alguns trabalhos relatam ainda
aumento na produgdo de 4cidos graxos volateis, precursores de compostos energéticos
(ENJALBERT et al., 1999).

Os probidticos podem competir pelos sitios de ligagdo com os patogenos (JONES &
RUTTER, 1972), processo denominado exclusao competitiva (NURNI & RANTALA, 1973).
A ligacdo poderia dever-se a mediadores ndo especificos, especificos ou a fatores fisico-
quimicos (HOLZAPFEL et al., 1998). A capacidade de aderéncia da bactéria a parede
intestinal parece depender da interagdo entre mucopolissacarideos da parede das células
intestinais e carboidratos presentes na parede bacteriana (FULLER & BROOKER, 1974). As
fimbrias sdo os elementos de aderéncia bacteriana mais conhecidos e estudados,
representando fatores importantes para essa adesdo (FULLER & BROOKER, 1980). Seus
receptores sdo especificos e diferem de espécie para espécie e também entre os diferentes
locais ao longo do trato intestinal (LODDI, 2006).

As bactérias da microbiota intestinal, assim como os probidticos, podem produzir e
liberar compostos tais como bacteriocinas, acidos organicos e peroxido de hidrogénio, que

tem agdo antibacteriana. Ainda ndo deve ser descartada a possibilidade que todas essas
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substancias possam atuar em associa¢dao, ndo somente entre si, mas também como bloqueio
fisico (LODDI, 2006). Algumas bactérias secretam enzimas com a [-glucoronidase e
hidrolases de sais biliares com ag¢ao inibitoria sobre as outras bactérias (JIN et al., 1997).

Viarias espécies de Lactobacillus demonstraram atividade inibitéria de patdgenos,
entre elas Lactobacillus acidophillus que inibiu patéogenos entéricos tais como E. coli,
Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus e Clostridium perfringens (GILLILAND &
SPECK, 1977). MANN et al. (1980) comprovaram que cordeiros inoculados com E. coli ¢
suplementados com Lactobacillus toleraram a presenca do patégeno sem causar doenca nos
animais.

A competicdo entre as bactérias intestinais pelos nutrientes disponiveis na luz
intestinal ¢ um fator limitante para sua sobrevivéncia nesse ambiente. Os probidticos também
se nutrem de ingredientes que foram parcialmente degradados pelas enzimas digestivas,
estabelecendo-se assim uma competi¢do entre os probidticos e as bactérias intestinais pelos
nutrientes (LODDI, 2006).

Viérios estudos tém relatado os efeitos dos probiodticos na imunidade, ainda que os
mecanismos pelos quais isto ocorre ndo estdo bem esclarecidos. Eles podem envolver um ou
varios componentes da resposta imune, tais como imunidade ndo especifica, humoral ou
celular (ERICKSON & HUBBARD,2000).

Alguns géneros de bactérias intestinais, como Lactobacillus e Bifidobacterium
estimulam a resposta imune por aumento da produgdo de anticorpos, ativagdo de macréfagos,
proliferacdo de células T e produgdo de interferon (FULLER & GIBSON, 1997). Algumas
possuem propriedades adjuvantes estimulando a resposta anticorpo especifica apos a
vacinacao (KREHBIEL et al., 2003).

Pesquisas em animais demonstraram que o efeito na fagocitose depende do

microorganismo utilizado (HERICH & LEVKUT, 2002). A administracdo de bactérias acido-
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laticas produziu melhora na atividade de macrofagos peritoniais € pulmonares, e leucocitos

sanguineos (de PETRINO et al., 1995).

USO DE LEVEDURAS EM RUMINANTES

O efeito mais consistente como resposta a suplementagdo com leveduras tais como
Saccharomyces cerevisiae parece ser o aumento do nimero de bactérias totais no ramen
(NEWBOLD, 1996), ainda que este efeito dependa da levedura utilizada. Também foi
evidenciado aumento do numero de protozoarios ruminais apds a ingestdo dessa levedura
(MIRANDA et al., 1996), assim como o aumento de proteinas de origem microbiana no
ramen e aumento da concentra¢do de aminoéacidos no intestino delgado (ERASMUS et al.,
1992).

GIVER-REVERDIN et al. (1996) relataram que cabras suplementadas com
leveduras conseguiram corrigir o nivel de gordura no leite, mesmo recebendo uma dieta com
baixo nivel protéico. Ainda que ndo tem sido explicado como pequenas quantidades de
leveduras adicionadas a ragdo podem estimular os microorganismos ruminais, foi
demonstrado que elas fornecem vitaminas (principalmente tiamina) para suporte e
crescimento de fungos no ramen (CHAUCHEYRAS et al., 1995). A microbiota e microfauna
ruminais sdo estritamente anaerdbicas, ainda que suportam as pequenas quantidades de
oxigénio que sdo ingeridas durante a degluticdo junto com o alimento e com a saliva. O
aumento do potencial redox observado em ovelhas apds a alimentagdo pode dever-se ao
oxigénio ingerido com o alimento, mastigacao e ingestdo de agua (MATHIEU et al., 1996). A
propriedade das cepas de S. cerevisiae estimularem o aumento do numero de bactérias viaveis
no rumen parece estar relacionada com o consumo do oxigénio do fluido ruminal, uma vez
que cepas mutantes com capacidade oxidante reduzida produzem um estimulo menor

(NEWBOLD et al., 1996).
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ESPOROS DE Bacillus sp. EM RUMINANTES

Estudos em humanos e modelos animais demonstraram que esporos administrados
por via oral estimulam o sistema imune, ja que se detectaram IgG antiesporo em niveis
significantes, apOs sua administracdo. Logo apds a ingestdo uma pequena proporcao de
esporos consegue se disseminar e chegar aos tecidos linféides secundarios, como placas de
Peyer e linfonodos mesentéricos (DUC et al., 2003), que apo6s fagocitados germinam e
expressam genes (DUC et al., 2004). IgG anti-esporo e IgA sdo produzidas por um processo
normal de produgdo de anticorpos pelas células B (BALLOUL et al., 1987, ROBINSON et
al., 1997). Interferon y (INF y) é um efetor da resposta celular e pode ser produzido por uma
resposta imune inata que inclui as células NK (Natural Killer). Foi demonstrado que a
administracdo oral de B. subtilis leva a uma rapida indu¢do da produgdo de interferon por
células mononucleares do sangue periférico, o que estimula a atividade dos macrofagos e das
células NK (KOSAK et al., 1998).

Viérias espécies de Bacillus produzem um grande nimero de antimicrobianos
(UDARCI & PINCHUK, 2004), tais como bacteriocinas, substancias inibitorias semelhantes
as bacteriocinas e enzimas, ativos contra uma gama de bactérias patogénicas intestinais
(HONG et al., 2005). O efeito desses antimicrobianos in vivo ndo estd claro, mas pode-se
admitir que os efeitos in vitro, citados anteriormente, podem ser semelhantes aos efeitos no
trato gastrointestinal do hospedeiro (HOSOI et al., 1999).

A influéncia dos probioticos sobre a microbiota intestinal depende de varios fatores,
que podem afetar a sobrevida dos microorganismos benéficos assim como a secrecdo de
antimicrobianos (HONG et al., 2005). Diversos mecanismos foram propostos para explicar a
exclusdo competitiva, incluindo a competi¢do por receptores na parede intestinal, secrecao de
antimicrobianos, produgdo de 4acidos graxos volateis, competicdo por nutrientes e estimulo das

func¢des imunes (ENDO et el., 1999). Algumas espécies de Bacillus demonstraram “in vitro”
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converter componentes toxicos em produtos nao reativos o que também foi proposto como um

mecanismo que o probiotico pode desenvolver no intestino (CALDINI et al., 2002).

PROBIOTICOS NA RESPOSTA IMUNE DE RUMINANTES

Embora sejam escassas as pesquisas sobre o efeito de probidticos na imunidade de
ruminantes, varios estudos relataram seus efeitos na imunidade de outras espécies, embora os
processos envolvidos ainda ndo sejam bem esclarecidos, podendo envolver um ou varios
componentes da resposta imune (ERICKSON & HUBBARD,2000). Os efeitos sobre a
fagocitose dependem do microorganismo utilizado (HERICH & LEVKUT, 2002).

Bactérias 4cido-laticas apresentam atividade imunomoduladora comprovada em
monogastricos. AVILA et al. (1998) demonstraram que leitdes imunizados com vacina de E.
coli enterotoxigénica, suplementados com L. acidophilus, tiveram uma melhor resposta
imune. YASUI et al. (1999) demonstraram que a administracdo de Bifidobacterium breve
estimulou o sistema imune humoral em camundongos, provocando aumento da produgdo de
IgA anti-Rotavirus e de IgG antivirus da Influenza. NICOLI & VIEIRA (2000) demonstraram
que camundongos livres de germes que receberam Lactobacillus acidophilus ou
Saccharomyces boulardii combateram com maior eficacia uma septicemia provocada por E.
coli patogénica, comparado com animais nao tratados com probioticos, e que camundongos
com microbiota normal, tratados diariamente com Lactobacillus acidophilus ou
Saccharomyces boulardii, mostraram-se mais resistentes a patdgenos intestinais tais como
Salmonella typhimurium, Vibrio cholerae e Shigella flexneri. Leitdes tratados com B. lactis
reduziram os indices de diarréia associada a Rotavirus e E. coli, paralelamente ao aumento de
titulos de anticorpos contra esses patdégenos no trato gastrointestinal, da concentragcdo de

neutrofilos sanguineos e da resposta proliferativa dos linfocitos T (SHU et al., 2001).
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A administracdo de bactérias acido laticas produziu uma melhora na atividade de
macrofagos peritoniais € pulmonares e leucocitos sanguineos (de PETRINO et al., 1995). A
administracdo oral de Lactobacillus casei demonstrou protecdo contra patdogenos intestinais
devido a estimulagdo da capacidade fagocitica dos macréfagos peritoniais e da atividade das
enzimas envolvidas na fagocitose (PERDIGON & ALVAREZ, 1992), além da estimulagio da
atividade das células Natural Killer (KATO et al, 1984). Pesquisas realizadas com o mesmo
lactobacilo demonstraram aumento significativo da quantidade de IgA em resposta a infec¢ao
por Salmonella typhimurium (PERDIGON et al.,1991). MATSUZAKI (2000) demonstrou um
aumento significativo da atividade das células Natural Killer do baco de camundongos
alimentados com Lactobacillus casei cepa Shirota, o que confirma que a administragdo deste
probidtico melhora a resposta imune inata.

Poucos trabalhos relatam estudos da influencia de probiodticos ndo pertencentes as bactérias
acido-lacticas na imunidade. COPPOLA et al. (2003) estudaram o efeito de Bacillus cereus
var. toyoi e Saccharomyces boulardii na resposta imune de camundongos vacinados com uma
bacterina de E. coli ¢ uma vacina replicante contra Parvovirus canino, comprovando que S.
boulardii induziu uma resposta humoral significativamente mais alta a bacterina, enquanto o
B. cereus var. toyoi induziu uma resposta significativamente mais alta a vacina de Parvovirus
canino. Também detectaram que os esplenocitos de camundongos suplementados com S.
boulardii produziram IL-4 quando estimulados com fimbrias purificadas de E.coli.

ROOS et al. (2006) estudaram o efeito do probidtico a base de Sacharomyces boulardii e
Bacillus cereus var. toyoi em camundongos vacinados com antigeno viral e bacteriano,
observaram que o Sacharomyces boulardii aumentou a resposta imune humoral a ambos
antigenos tanto com o adjuvante de Hidroxido de Aluminio como com adjuvante oleoso,
enquanto Bacillus cereus var. toyoi induziu resposta humoral similar a S. boulardii contra

BoHV-5 na vacina contendo Hidroxido de Aluminio.
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ROOS et al. (2005a) estudaram o efeito de Bacillus cereus var. toyoi e Saccharomyces
boulardii adicionados a alimentag¢do de ovinos vacinados contra Herpes Virus Bovino tipo V,
comprovando que ambos grupos apresentaram médias de soroconversdo significativamente
(p<0.05) maiores que as do grupo controle. Em ovinos vacinados com uma bacterina
monovalente de Escherichia coli as médias de soroconversao foram maiores para o grupo que
recebeu racdo contendo S. boulardii, seguido pelo grupo suplementado com B. cereus var.
toyoi, e pelo grupo controle (p<0.05), sugerindo que, assim como foi comprovado em animais
monogastricos, ambos probidticos exerceram um efeito imunoestimulante também em ovinos

(ROOS et al. 2005b).

CONCLUSOES
Os resultados obtidos até agora demonstraram que vdrias bactérias e leveduras
possuem capacidade probidtica em ruminantes, atuando como promotores de crescimento,
reguladores da microbiota intestinal e imunomoduladores, embora a forma de acdo ndo esteja
esclarecida.
A suplementagdo com probioticos ¢ uma alternativa para a substituicdo dos
antibidticos utilizados na alimenta¢do de ruminantes, ja que, embora os trabalhos realizados
sdo escassos, os resultados promissores obtidos justificam o aprofundamento nos estudos

dessa area.
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Efeito de Sacharomyces boulardii e Bacillus cereus var. toyoi na resposta

imune de cordeiros a vacinas

Resumo

Saccharomyces boulardii € Bacillus cereus var. toyoi sdo dois probidticos utilizados
em produgdo animal que demonstraram efeito imunomodulador em suinos e
camundongos. Os efeitos dos probidticos na imunidade de ruminantes, porém, foram
pouco estudados. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de dois probidticos, um
elaborado em base a Bacillus cereus var. toyoi e o outro em base a Saccharomyces
boulardii, na resposta imune de ovinos a vacinas para Escherichia coli K88ab e
Herpesvirus Bovino tipo 5 (BoHV-5). Trinta animais com trés meses de idade foram
imunizados com uma dose de vacina inativada contra cada uma das vacinas nos
dias 0 e 30 do experimento, e divididos ao acaso em trés grupos de dez animais,
sendo mantidos na mesma pastagem natural e suplementados com ragédo comercial
ad libitum. Na racdo do grupo 1 foi adicionado Bacillus cereus var. toyoi na
concentracdo de 1x10° esporos viaveis gr'1, na do grupo 2 Saccharomyces boulardii
na concentragdo de 1x10° UFC gr', e a do grupo 3 (controle) sem probidticos.
Coletou-se sangue semanalmente durante oito semanas. Os titulos de anticorpos
foram determinados por ELISA, utilizando como antigeno a cepa vacinal respectiva,
e transformados em conversdes. As soroconversdes mais altas contra a bacterina de
E. coli foram 1,3 para o grupo suplementado com B. cereus var. toyoi, 1,9 no grupo
que recebeu ragcdo contendo S. boulardii e 0,9 para o grupo controle, todos
diferentes entre si (p<0,05). As soroconversdes mais altas contra BoHV-5 foram 2,7
para o grupo suplementado com B. cereus var. toyoi, 1,7 no grupo que recebeu
ragcao contendo S. boulardii e 1,3 para o grupo controle, todos diferentes entre si
(p<0,05). Concluiu-se que ambos probidticos aumentaram a resposta humoral.

Palavras-chave: Probidticos, ruminantes, imunomodulagao.
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INTRODUGAO

A necessidade de maior eficiéncia na producdo animal tem levado a
utilizacdo de aditivos alimentares que propiciem a maxima expressdo do potencial
produtivo dos animais. Apds a segunda guerra mundial comprovou-se que
antibiéticos em doses subterapéuticas incrementavam a eficiéncia alimentar em
varias espécies animais. A partir dos resultados do Comité Swann (SWANN
COMMITTEE, 1969) a utilizagdo indiscriminada de antibidticos, porém, foi
questionada, concluindo na sua proibicdo pela Unido Européia a partir de 2006
(COUNCIL OF THE EUROPEAN UNION, 2003), embora o uso de aditivos na
alimentagdo animal fosse normatizado desde 1970 (Directive 70/524/EEC). Essa
diretriz  (Directive 94/40/EC) foi adaptada em 1994 incluindo-se alguns
microorganismos e enzimas (ROSEN, 1996). No ano 2000, 19 preparagbes de
probidticos foram aprovados pela Unido Européia, entretanto, o modo de acao deles
nao esta completamente claro. A interacdo dos probidticos com bactérias
patogénicas e nao patogénicas € muito importante, modificagdes de microestruturas
e barreiras funcionais do tecido intestinal, assim como o extenso sistema imune
intestinal podem estar envolvidos (SIMON et al, 2001).

Uma das mais promissoras areas de desenvolvimento de alimentos funcionais
tem sido o uso de probidticos e prebiodticos e seu papel na saude (ERICKSON &
HUBBARD, 2000). Embora ao longo dos anos o termo probidtico teve diferentes
definigbes, atualmente é utilizado para designar preparagdes ou produtos que
contém microrganismos viaveis definidos e em quantidade adequada, que alteram a
microbiota propria das mucosas por implantagao ou colonizagdo de um sistema do
hospedeiro, e que produzem efeitos benéficos na saude do mesmo
(SCHREZENMEIR & DE VRESE, 2001). Sao uteis na prevencéo e no tratamento de
doengas, em disturbios gastrintestinais, na inibicdo da carcinogénese, como
imunomoduladores e como promotores de crescimento, constituindo-se em uma
alternativa aos antibiéticos (GOMES & MALCAT, 2006).

Probioticos elaborados com leveduras do género Saccharomyces ou

bactérias do género Bacillus, entre outros, que ndo deixam residuos nos alimentos
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de origem animal, sdo utilizados desde ha décadas visando a substituigdo dos
antibidticos (KREHBIEL et al., 2003; COPPOLA & GIL-TURNES, 2004).

A imunizacdo dos animais domésticos para controlar as doencgas
infecciosas, iniciada ha mais de um século, tem despertado novo interesse em vista
das restricbes impostas pelos mercados consumidores ao uso de antibidticos e
outros quimioterapicos, tanto para uso terapéutico, para a prevengao das doengas
ou para incrementar a eficiéncia alimentar. Vacinas mais eficientes e com menores
efeitos colaterais estdo sendo desenvolvidas mediante a utilizacdo de antigenos
purificados e adjuvantes eficientes. Alguns probidticos modulam a resposta imune,
potencializando as vacinas, o que abre uma nova perspectiva de sua utilizagao.
Como resultado, aumentou o interesse pelo estudo dos efeitos dos probidticos,
prebidticos e simbidticos na saude e produgdo animal (KREHBIEL et al., 2003),
assim como o interesse na fabricagao e utilizagao de vacinas mais eficientes (HONG
et al., 2004).

Recentes pesquisas na area de probidticos foram direcionadas para
avaliacao da resposta imune de animais suplementados com eles, indicando em sua
grande maioria, que estimulam, de alguma maneira, a resposta do hospedeiro, seja
na resposta imune inata, celular ou humoral. A grande maioria dos trabalhos
realizados nesta area tem utilizado espécies animais monogastricas, tais como
camundongos, aves e suinos, registrando-se caréncia de estudos em ruminantes.

A maioria dos estudos utilizou lactobacilos ou bifidobactérias (PERDIGON et
al, 1995), microorganismos utilizados na alimentacdo humana e que apresentam
restricdes em sua administragdo na alimentagado animal. Saccharomyces boulardii e
Bacillus cereus var. toyoi sdo mais resistentes as condigdes ambientais que as
bactérias acido-lacticas, o que facilita seu uso na elaboragdo, conservagdo e
administracao de ragdes para alimentagao animal.

O presente estudo teve como objetivo avaliar a influéncia do Bacillus cereus
var. toyoi e do Saccharomyces boulardii na resposta imune humoral de vacinas

contra Escherichia coli e Herpesvirus bovino-5 em ovinos.
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MATERIAIS E METODOS

Animais e desenho experimental

Trinta cordeiros com trés meses de idade foram divididos aleatoriamente em
trés grupos de 10. Os animais foram mantidos na propriedade de origem, arragoados
duas vezes por dia de forma separada com ragdo comercial isenta de
antimicrobianos suplementada com o respectivo probidtico e depois soltos na
mesma pastagem natural. Na ragéo do grupo 1 foi adicionado Bacillus cereus var.
toyoi na concentracdo de 1x10° esporos viaveis gr”, na do grupo 2 Saccharomyces
boulardii na concentragdo de 1x10° UFC gr', e a do grupo 3 (controle) sem
probidticos. Os ovinos foram vacinados com uma dose de bacterina contra
Escherichia coli K88ab contendo hidroxido de aluminio como adjuvante e com uma
vacina inativada oleosa de BoHV-5 nos dias 0 e 30 do experimento. A bacterina foi

aplicada por via subcutanea e a vacina de BoHV-5 por via intramuscular.
Titulagao de anticorpos

Amostras de sangue foram obtidas nos dias 0, 7, 14, 21, 28, 35, 42 e 49
apoés a vacinagao. Os anticorpos foram titulados por ELISA, utilizando-se placas de
Poliestireno (Greiner Labortechnik, Alemanha) com 96 cavidades. Os cultivos
utilizados como antigenos tinham as seguintes concentracdes: E. coli K88ab 10°
UFC mL" e o BoHV-5 10° DICTsy mL™. As placas de ELISA foram sensibilizadas
com 50 plL de suspensao de E. coli inativada com a mesma concentragéo utilizada
na vacina ou com 10° DICTs, mL" de BoHV-5 inativado. Seguiram-se protocolos
aceitos para a realizagdo do teste, suspendendo-se os antigenos em tampéo
carbonato-bicarbonato pH 9,6, os soros foram diluidos 1/20 em tampé&o fosfato pH
7,6 contendo Tween 20 a 0,5 % (PBS-T), e o conjugado 1/2000 em PBS-T. As
placas foram sensibilizadas com o antigeno correspondente por 18 horas a 4°C,
apos lavadas trés vezes com PBS-T pH 7,6 e incubadas por 90 minutos a 37°C com
50 pl de soro de cada cordeiros (em duplicata) diluidos 1:20 em PBS-T. Apds foram
novamente lavadas trés vezes com PBS-T, foi adicionado 50 ul de imunoglobulina
de coelho anti—ovino conjugada com peroxidase (DAKOPATTS A/S, Dinamarca,
Peroxidase—conjugated rabbit anti-sheep immunoglobulins) diluida 1:2000 em PBS-T

€ incubadas por 90 minutos a 37°C. Apds as placas foram lavadas cinco vezes com
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PBS-T e em seguida adicionado 50 pl de substrato/cromégeno, deixando reagir por
15 minutos no escuro, a temperatura ambiente. As absorbancias foram medidas em
um leitor de microplacas (MR 700 Microplate Reader, Dynatech Laboratories,
Alemanha) a 492 nm. As absorbancias de cada amostra forma divididas pela
absorbancia do soro da coleta 1 do mesmo animal, e os resultados expressos como

soroconversao.

Analise Estatistica

As médias de soroconversao de cada grupo foram transformadas em log+o
para serem avaliadas por analise de variancia com medida repetida através do teste
de LSD, pelo programa SAS (SAS, 1997).

RESULTADOS

Resposta sorolégica a bacterina de E. coli

A soroconversao para o antigeno de E. coli foi superior (p< 0,001) no grupo
suplementado com Saccharomyces boulardii, quando comparado tanto ao grupo
controle como quando comparado ao grupo tratado com Bacillus cereus var. toyoi.

A soroconversdo mais alta no grupo tratado com Saccharomyces boulardii
foi obtida nos dias 7, 21 e 49 do experimento, alcancando o valor médio de 1,9, no
grupo tratado com B. cereus var. toyoi foi de 1,3 e foi obtida no dia 49 do
experimento, enquanto no grupo controle se obteve uma soroconversao de 1,3 no
dia 7 e a partir desse dia as soroconversdes ficaram abaixo de 1, ficando a média
desse grupo em 0,9. A tabela 1mostra as médias das soroconversdes obtidas em
cada grupo. Os valores das soroconversdes durante todo o experimento s&o

mostrados na figura 1 e figura 2.
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TABELA 1: Médias de soroconversao de ovinos vacinados com uma bacterina de

Escherichia coli suplementados com ragao contendo probidticos.

Soroconversdo média dos animais de cada grupo

B. cereus S. boulardii Controle
Dia 0 18 18 18
Dia 7 1,22 1,9° 1,32
Dia 14 1,22 1,8° 0,7°
Dia 21 0,9° 1,9° 0,9°
Dia 28 0,82 1,6° 0,9°
Dia 35 1,1 1,4° 0,9°
Dia 42 1,0 @ 1,6° 1,02
Dia 49 1,32 1,9° 0,9°

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga estatistica (p< 0,05)

—¥¢—S8. boulardii
—e&——Controle

— — — — Log. (S. boulardii)
————Log. (Controle)

Soroconverséo

Dias de Coleta

FIGURA 1: Médias de soroconversdo de ovinos vacinados com uma bacterina de

Escherichia coli suplementados com ragado contendo probidtico Saccharomyces
boulardii.
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5 ——B. cereus
—&—— Controle

————Log. (B. cereus)

— — — —Log. (Controle)

Soroconversao

Dias de Coleta

FIGURA 2: Médias de soroconversdo de ovinos vacinados com uma bacterina de

Escherichia coli suplementados com racdo contendo probidtico de Bacillus cereus
var toyoi.

Resposta sorologica ao antigeno de BoHV-5

Para BoHV-5 a soroconversao foi superior (p< 0,001) no grupo alimentado
com probidtico a base de B. cereus var. toyoi em relagdo aos outros dois grupos,
sendo que o grupo tratado com S. boulardii também apresentou diferenga (p<0,001)
em relagao ao grupo controle (Figura 3 e figura 4).

A soroconversao mais alta no grupo tratado com S. boulardii, foi obtida nos
dias 35 e 49 do experimento, alcangado o valor de 1,7, e no grupo tratado com B.
cereus var. toyoi foi de 2,7, obtida nos dias 21, 35 e 49 do experimento, enquanto no
grupo controle se obteve uma soroconversao maxima de 1,3 nos dias 35 e 49. A
tabela 2 mostra as médias das soroconversdes obtidas em cada grupo. Os valores

das soroconversdes durante todo o experimento sdo mostrados na figura 3 e na
figura 4.
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TABELA 2: Médias de soroconversiao de ovinos vacinados com vacina inativada

oleosa de BoHV-5 suplementados com ragéo contendo probidticos.

Soroconversdo média dos animais de cada grupo

B. cereus S. boulardii Controle
Dia 0 12 12 12
Dia 7 1,22 1,6° 1,12
Dia 14 1,62 1,52 1,1°
Dia 21 2,7°2 1,5° 1,2°
Dia 28 2,12 1,4° 1,0°
Dia 35 2,7° 1,7° 1,1°¢
Dia 42 2,0° 1,5° 1,3°
Dia 49 2,62 1,7° 1,3°

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga estatistica (p< 0,05)

3 -
2,5 1
=¥ S. boulardii
21 v
—8&— Controle

—— — Log. (S. boulardii)

Soroconversao

— — — —Log. (Controle)

0 7 14 21 28 35 42 49
Dias de coleta

FIGURA 3: Médias de soroconversiao de ovinos vacinados com vacina inativada

oleosa de HVB-5 suplementados com ragéo contendo probidtico de Saccharomyces
boulardii.
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—&—— Controle

— — ——Log. (B. cereus)

— — — — Log. (Controle)

Soroconversao

0 7 14 21 28 35 42 49

Dias de Coleta

FIGURA 4: Médias de soroconversiao de ovinos vacinados com vacina inativada

oleosa de HVB-5 suplementados com ragao contendo probidtico de Bacillus cereus
variedade toyoi.

DISCUSSAO

As bactérias acido laticas sao os probidticos mais utilizados e conhecidos,
embora outras espécies tais como B. subtilis, B. cereus, Enterococus faecium,
esporos de B. cereus var. toyoi e as Bifidobactérias sejam utilizadas em nutricdo
animal, individualmente ou associadas (JOHANSEN et al, 2000). Esporos de B.
cereus var. toyoi sdo especialmente interessantes para alimentagéo animal, devido a
sua maior capacidade de resistir as alteragdes climaticas e também as condi¢gbes de
armazenamento a que sao submetidas as ragdes para uso animal.

Ambas vacinas utilizadas neste experimento induziram soroconversio
contra os dois antigenos utilizados. A soroconversao para a bacterina de E. coli, em
cordeiros alimentados com ragao suplementada com B. cereus var. toyoi foi na
ultima semana 1,4 vezes mais alta que no grupo controle, entanto a do grupo
suplementado com S. boulardii foi 2,1 vezes superior a do grupo controle,
concordando com os resultados obtidos por Coppola et al. (2005) que detectaram

em camundongos vacinados com uma bacterina de E. coli, soroconversoes de 1,2 a
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1,4 no grupo suplementado com B. cereus var. toyoi e de 1,6 a 1,8 no grupo
suplementado com S. boulardii, maiores que o grupo controle.

A soroconversao induzida pelo antigeno viral, em cordeiros alimentados
com ragao suplementada com B. cereus var. toyoi foi, na ultima semana, 2,1 vezes
mais alta que no grupo controle, e a do grupo suplementado com S. boulardii 1,3
vezes superior a do grupo controle, concordando também com os resultados de
Coppola et al. (2005) em camundongos vacinados com Parvovirus canino-2, que
detectaram soroconversdes de 5,2 a 12 no grupo suplementado com B. cereus var.
toyoi, e de 6,8 a 9,1 no grupo suplementado com S. boulardii. No estudo realizado
por Coppola et al. (2005) as soroconversdes contra o antigeno viral foram maiores
no grupo suplementado com B. cereus var. toyoi quando comparadas ao grupo
suplementado com S. boulardii, resultados semelhantes foram obtidos em nosso
estudo, onde obtivemos soroconversdes superiores contra o Herpesvirus Bovino-5
nos grupos suplementados com Bacillus cereus var. toyoi quando comparadas as do
grupo suplementado com Saccharomyces boulardii e com o grupo controle. Deve
considerar-se que o antigeno viral utilizado por Coppola et al. (2005) foi um antigeno
replicante enquanto o utilizado neste estudo foi inativado, o que pode ter uma
influéncia nos resultados, assim como que as vias de administracdo da vacina viral e
bacteriana e os adjuvantes utilizados nas vacinas, foram diferentes.

Dos resultados do presente estudo se conclui que ambos probidticos
induziram um efeito imunoestimulante quanto a resposta vacinal. S. boulardii induziu
maiores soroconversdes contra Escherichia coli, enquanto B. cereus var. toyoi
induziu maiores soroconversdes contra Herpesvirus Bovino-5, sugerindo que o efeito

dos probidticos testados difere em fungao do antigeno utilizado.
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5.0 - CONCLUSOES

1- Os probidticos induziram aumento da soroconversio a vacinas.

2- Saccharomyces boulardii induziu maiores soroconversdes contra Escherichia
coli.

3- Bacillus cereus var. toyoi induziu maiores soroconversdes contra Herpesvirus

Bovino-5.



6.0 - TRABALHOS FUTUROS

Baseado nos resultados deste trabalho e demais pesquisas realizadas na
area de probidticos e modulagdo da resposta imune, conclui-se que os probidticos
promovem imunomodulagcdo, embora n&o se saiba quais os mecanismos pelos quais
esse efeito ocorre. Portanto é importante expandir as pesquisas nesta area,
tentando definir quais as direcbes dessas respostas e assim entender melhor o

mecanismo desse efeito na imunidade.
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ANEXO 1
Soroconversoes individuais de ovinos vacinados com uma bacterina de Escherichia

coli suplementados com ragao contendo probidtico de B. cereus var. toyoi.

Animal | Tratamento | Antigeno | Coleta | Coleta | Coleta | Coleta | Coleta | Coleta | Coleta | Coleta
1 2 3 4 5 6 7 8
1 B. cereus E. coli 1 0,81 0,88 0,77 | 047 0,39 0,94 3,38
2 B. cereus E. coli 1 3,71 275 | 2,31 293 | 2,05 | 4,25 1,29
3 B. cereus E. coli 1 1,7 1,75 1,66 1,21 1,04 1,21 2,11
4 B. cereus E. coli 1 218 | 3,64 2 1,81 3,82 | 2,57 0,77
5 B. cereus E. coli 1 1,16 1,14 0,5 0,87 1,13 1,28 1,05
6 B. cereus E. coli 1 1,04 0,63 0,51 0,47 0,7 0,67 0,77
7 B. cereus E. coli 1 0,89 | 0,69 0,75 | 0,42 0,87 0,75 1,13
8 B. cereus E. coli 1 1,12 1,08 0,8 0,75 1,03 | 0,79 0,93
9 B. cereus E. coli 1 0,41 0,62 0,6 0,38 0,7 0,69 1,53
10 B. cereus E. coli 1 0,91 0,91 1,16 1,49 1,21 0,24 3,38

ANEXO 2
Soroconversoes individuais de ovinos vacinados com vacina inativada oleosa de

HVB-5 suplementados com ragéo contendo probiotico de B. cereus var. toyoi .

Animal | Tratamento | Antigeno | Coleta | Coleta | Coleta | Coleta | Coleta | Coleta | Coleta | Coleta
1 2 3 4 5 6 7 8
1 B. cereus HVB 1 1,44 1,13 | 2,61 1,86 | 2,28 | 2,11 3,22
2 B. cereus HVB 1 0,88 1,05 2,5 1,71 2,94 1,16 | 2,72
3 B. cereus HVB 1 1,23 | 2,21 3,01 215 | 219 | 2,82 1,88
4 B. cereus HVB 1 1,06 149 | 297 1,48 4 3,31 1,65
5 B. cereus HVB 1 1,36 | 204 | 404 | 244 | 468 | 241 2,75
6 B. cereus HVB 1 1,42 1,6 3,01 3,43 3,4 2,3 3,76
7 B. cereus HVB 1 1,12 1,04 | 0,96 1,45 | 2,04 1,77 1,34
8 B. cereus HVB 1 1,21 2,51 1,97 1,92 | 2,92 1,85 | 3,92
9 B. cereus HVB 1 1,53 | 2,33 | 3,98 | 2,31 1,97 | 4,01 3,75
10 B. cereus HVB 1 1,05 1,05 | 3,56 | 2,96 2 0,64 | 2,64
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ANEXO 3
Soroconversoes individuais de ovinos vacinados com uma bacterina de Escherichia

coli suplementados com racédo contendo probidtico de S. boulardii .

Animal | Tratamento | Antigeno | Coleta | Coleta | Coleta | Coleta | Coleta | Coleta | Coleta | Coleta
1 2 3 4 5 6 7 8
1 S. boulardii | E. coli 1 4,02 | 2,84 3,2 3,6 1,58 | 3,62 1,52
2 S. boulardii | E. coli 1 297 | 218 | 2,85 2,8 1,12 1,92 | 2,91
3 S. boulardii | E. coli 1 2,09 1,86 1,86 | 2,09 1,26 | 2,11 2,23
4 S. boulardii | E. coli 1 3,2 4,1 4 3,05 4 3,21 3,74
5 S. boulardii | E. coli 1 6,6 7,08 | 6,75 4,2 5,7 6,4 5,7
6 S. boulardii | E. coli 1 1,27 | 0,92 1,01 0,73 | 0,84 | 0,84 | 0,92
7 S. boulardii | E. coli 1 1,22 1,11 1,06 | 0,37 | 0,86 1,15 1,2
8 S. boulardii | E. coli 1 1,27 | 0,97 1,05 1,08 | 0,61 0,39 1,36
9 S. boulardii | E. coli 1 0,65 1,01 0,98 | 0,75 | 0,91 0,87 1,3
10 S. boulardii | E. coli 1 1,26 1,32 1,59 1,4 1,34 1,37 1,59

ANEXO 4
Soroconversoes individuais de ovinos vacinados com vacina inativada oleosa de

HVB-5 suplementados com ragao contendo probiotico de S. boulardiii .

Animal | Tratamento | Antigeno | Coleta | Coleta | Coleta | Coleta | Coleta | Coleta | Coleta | Coleta
1 2 3 4 5 6 7 8
1 S. boulardii HVB 1 2,52 1,08 1,81 1,56 1,69 | 253 | 2,58
2 S. boulardii HVB 1 3,70 | 3,60 | 3,87 | 247 | 3,84 | 420 | 4,56
3 S. boulardii HVB 1 252 | 284 | 3,07 | 355 | 355 | 2,21 3,48
4 S. boulardii HVB 1 1,41 1,32 1,12 1,24 1,14 | 0,57 1,12
5 S. boulardii HVB 1 228 | 242 166 | 224 | 2,38 1,17 | 2,21
6 S. boulardii HVB 1 0,96 1,08 1,08 | 048 | 0,95 | 0,72 1,04
7 S. boulardii HVB 1 1,06 1,16 1,32 1,08 | 1,40 1,07 1,61
8 S. boulardii HVB 1 0,96 1,20 1,46 | 0,78 | 1,49 1,44 1,78
9 S. boulardii HVB 1 1,24 1,01 0,98 1,40 1,30 1,51 0,94
10 S. boulardii HVB 1 1,10 | 0,85 | 0,50 1,46 1,33 1,76 | 0,85




coli sem suplementagao na ragao.

ANEXO 5

Soroconversoes individuais de ovinos vacinados com uma bacterina de Escherichia
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Animal | Tratamento | Antigeno | Coleta | Coleta | Coleta | Coleta | Coleta | Coleta | Coleta | Coleta
1 2 3 4 5 6 7 8
1 Controle E. coli 1 1,45 1,33 0,81 1,13 1,20 1,08 1,20
2 Controle E. coli 1 1,11 0,49 0,69 0,77 0,65 0,62 0,73
3 Controle E. coli 1 0,72 0,45 0,63 0,58 0,53 0,51 0,73
4 Controle E. coli 1 1,54 0,68 1,09 0,85 0,73 1,31 1,14
5 Controle E. coli 1 1,11 0,42 0,62 0,56 0,74 0,76 0,80
6 Controle E. coli 1 0,95 1,30 0,96 1,50 2,13 2,08 1,74
7 Controle E. coli 1 1,08 0,89 1,11 0,70 0,70 0,69 0,59
8 Controle E. coli 1 2,07 1,29 1,76 1,37 1,24 1,63 0,88
9 Controle E. coli 1 0,90 0,48 0,95 1,07 0,89 1,08 0,69
10 Controle E. coli 1 0,90 0,78 0,81 0,71 0,76 0,94 0,78
ANEXO 6
Soroconversdes individuais de ovinos vacinados com vacina inativada oleosa de
HVB-5 sem suplementacio na ragao.
Animal | Tratamento | Antigeno | Coleta | Coleta | Coleta | Coleta | Coleta | Coleta | Coleta | Coleta
1 2 3 4 5 6 7 8
1 Controle HVB 1 1,73 1,89 1,73 1,95 1,44 2,10 2,24
2 Controle HVB 1 0,92 0,56 1,31 0,66 0,80 0,87 1,02
3 Controle HVB 1 1,10 1,10 1,05 1,02 0,80 1,13 1,22
4 Controle HVB 1 0,99 1,11 1,12 0,49 1,00 1,16 0,43
5 Controle HVB 1 1,24 1,56 1,93 1,05 1,82 2,00 1,62
6 Controle HVB 1 0,88 1,02 1,15 0,96 1,15 1,18 1,28
7 Controle HVB 1 1,06 0,86 0,93 0,84 1,07 1,10 1,16
8 Controle HVB 1 1,25 0,88 0,92 0,77 1,29 1,30 1,96
9 Controle HVB 1 1,33 1,41 0,86 0,95 0,85 0,95 1,26
10 Controle HVB 1 1,00 1,07 0,96 1,34 1,69 1,68 1,83




