U”““’E“S'“““E"”ESTEP“”“S“ PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO

nosre MESTRADO EM CIENCIA ANIMAL

PRESIDENTE PRUDENTE -SP

DETERMINACAO DA RESPOSTA IMUNE HUMORAL APOS
SUPLEMENTACAO COM PROBIOTICO EM BOVINOS NELORE

SANDRO EDUARDO ARENAS

Presidente Prudente — SP
2008



U”“”E“S""‘“°°°“TE”‘”“S“ PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO

nOGre MESTRADO EM CIENCIA ANIMAL

PRESIDENTE PRUDENTE -SP

DETERMINAC}%O DA RESPOSTA IMUNE HUMORAL APOS
SUPLEMENTACAO COM PROBIOTICO EM BOVINOS NELORE

SANDRO EDUARDO ARENAS

Dissertacdo apresentada a Pro-Reitoria de
Pesquisa e P6s-Graduagao, Universidade
do Oeste Paulista, como parte dos
requisitos para obtencao do titulo de Mestre
em Ciéncia Animal - Area de Concentracao:
Fisiopatologia animal.

Orientador: Prof. Dr. Paulo Eduardo Pardo

Presidente Prudente — SP
2008



616.208 51
A681e

Arenas, Sandro Eduardo.

Probidtico aumenta a resposta imune humoral

em bovinos / Sandro Eduardo Arenas.
Presidente Prudente: [s.n.], 2008.
37 f.

Dissertacao (Mestrado em Ciéncia Animal) —
Universidade do Oeste Paulista — UNOESTE:
Presidente Prudente — SP, 2008.

Bibliografia

1. Bovinos. 2. Probioticos. 3. Vacinas Anti-
Rabicas . 4. Sistema imune. 5. Raiva. |. Titulo.




SANDRO EDUARDO ARENAS

DETERMINAQ%O DA RESPOSTA IMUNE HUMORAL APOS
SUPLEMENTACAO COM PROBIOTICO EM BOVINOS NELORE

Dissertagcdao apresentada a Pro-Reitoria de
Pesquisa e Pds-Graduacao, Universidade do
Oeste Paulista, como parte dos requisitos
para obtencao do titulo de Mestre em Ciéncia
Animal.

Presidente Prudente, 27 de Agosto 2008.

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Paulo Eduardo Pardo
Universidade do Oeste Paulista - Unoeste
Presidente Prudente - SP

Prof. Dra. Renata Navarro Cassu
Universidade do Oeste Paulista - Unoeste.
Presidente Prudente - SP

Prof. Dr. Luiz Fernando Coelho da Cunha Filho
Universidade Norte do Parana — UNOPAR
Londrina - PR



DEDICATORIA

A Deus, por ter me dado forgas nas horas em que precisei, e ter me
feito lembrar de que nada na vida € alguma coisa sem sua presenca.

A minha esposa Lucinéia por nunca ter me deixado desanimar diante
das tormentas.

A meu filho Bernardo, que é minha esperanga, meu amor, meu tudo.

A minha filha Maria Carolina que chegou pondo em minha vida, mais
amor, esperancga € mais tudo.

A meus pais, que pelo constante incentivo de nunca me deixar
desanimar.

As minhas irmas Eliane, Lilian e Karina,a meus cunhados Leandro e
Marcelo e aos meus sobrinhos Beatriz, Leandro, Yuri e Gabriel por fazerem parte da

minha vida.



AGRADECIMENTOS

Prof. Dr. Paulo Eduardo Pardo

Pelo desafio que foi conduzir orientagdo em uma area que até o inicio
deste projeto, era pouco conhecida por ele.

E me sinto honrado, que hoje os probiéticos s&o parte de sua linha de
pesquisa.

Pela seriedade pela qual sua conduta realizou orientagdes e
aconselhamentos.

Aos que na época do experimento eram académicos da UNOESTE e
colaboraram de maneira direta com a pesquisa.

A Dra. Neuza Frazatti Galina e toda equipe do setor de raiva do
BUTANTA, por terem acreditado em nosso projeto.

A Luiz Souza Lima de Souza Reis, por ter feito todo possivel para que

este trabalho fosse reconhecido.



RESUMO

Determinacdo da resposta imune humoral apés suplementacdo com
Probidtico em bovinos nelore

Foi avaliado o efeito do probidtico sobre a resposta imune de bovinos imunizados
com uma dose de vacina anti-rabica. Utilizaram-se bovinos Nelore (N=75) divididos
randomicamente em 5 grupos: quatro grupos foram suplementados com 2, 3,4e 8 g
probidtico (Proenzime®)/bovino/dia, grupos G, G3, G4 e Gg, respectivamente, por 60
dias. O 5° grupo foi controle. Todos os animais foram imunizados com uma dose de
vacina anti-rabica no dia zero do experimento. Os titulos de anticorpos anti-rabicos
foram mensurados nos dias 0, 30, 60 por meio do teste de RFFIT. Os resultados
mostraram interacdo significativa entre concentracdo de probidtico e tempo de
vacinagcdo. Também teve aumento significativo nos titulos de anticorpos anti-rabicos
nos grupos Gc, Gy, Gs, G4 e Gg nos dias 30 e 60. No grupo G4 os titulos de
anticorpos anti-rabicos reduziram significativamente no dia 60. Houve diferenca
significativa (p<0,05) entre a frequéncia de animais imunizados entre os grupos
controle e tratados nos dias 30 e 60. No dia 60, o grupo controle nao diferiu do G..
Além disso, ndo houve diferenga significativa (p<0,05) na frequéncia de animais nos
dias 30 e 60, no grupo controle ou nos grupos tratados (G,, G3, G4 e Gg). Conclui-se
que o probidtico (Proenzime®) aumentou a resposta imune humoral em bovinos
imunizados com vacina anti-rabica.

Palavras-Chave: Bovino, Probidtico, Vacina anti-rabica, Resposta humoral



ABSTRACT

Determination to the humoral immune response after suplementation with
Probiotic in nelore bovine

The effect of a probiotic on the immune response of cattle immunized
with one dose of rabies vaccine was evaluated in this study. The Nelore bovines
(N=75) were divided randomly into 5 groups: four groups fed with a diet
supplemented with the 2, 3, 4 and 8 g the probiotic (Proenzime®)/bovine/day, groups
G2, G3, G4 and Gg, respectively, for 60 days. The 5th group was used as control. All
the animals were immunized with a single dose of rabies vaccine on the first day of
the experiment (day 0). The antibody titers were measured on days 0, 30 and 60 by
RFFIT test. The results show the significant interaction was found between the
probiotic level and vaccination time. There was also a significant difference among
rabies titers in groups Gc, G, G3, G4 and Gg on both days 30 and 60. In group G4,
titers of rabies antibody in cattle decreased significantly on day 60. A significant
difference (p<0.05) between the frequency of immunized animals in the control group
and the other treatments was found on both days 30 and 60. On day 60, the control
group did not differ from G,. However, no significant difference (p<0.05) was found
among the treatments which were supplemented with probiotic. In addition, no
significant difference (p<0.05) between the frequency of immunized animals on days
30 and 60 was found in control (Gc) or any other treatment (G, Gs3, G4 or Gg). In
conclusion, the probiotic (Proenzime®) increase the humoral immune response of
bovine immunized with rabies vaccine.

Key-Words: Cattle, Probiotic, Rabies vaccine, Humoral response
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1 INTRODUCAO

O termo probidtico deriva do grego e significa “pro-vida”, sendo o
antbnimo de antibidtico, que significa “contra a vida”. Ao longo do tempo, esta
denominacédo teve diferentes acepcodes. Lilly e Stillwel (1965) a usaram para
denominar substancias secretadas por um protozoario que estimularam o
crescimento de outros, e Parker (1974), para denominar suplementos alimentares
destinados a animais, incluindo microrganismos e substancias que afetam o
equilibrio da microbiota intestinal.

Fuller (1989) considerou que os probidticos sao suplementos
alimentares que contém bactérias vivas que produzem efeitos benéficos no
hospedeiro, favorecendo o equilibrio de sua microbiota intestinal, entanto Havenaar
e Huis In't Veld (1992) consideraram que sao culturas uUnicas ou mistas de
microrganismos que, administrados a animais ou humanos, produzem efeitos
benéficos no hospedeiro por incremento das propriedades da microbiota nativa.
Esses autores restringiram o uso desse termo a produtos que contenham
microrganismos viaveis que promovem a saude de humanos ou animais, e que
exercem seus efeitos no aparelho digestivo, no trato respiratorio superior ou no trato
urogenital (HAVENAAR et al., 1992).

Schrezenmeir e De Vrese (2001) propuseram que o termo probidtico
deveria ser usado para designar preparagdes ou produtos que contém
microrganismos viaveis definidos e em quantidade adequada, que alteram a
microbiota propria das mucosas por implantacdo ou colonizagdo de um sistema do
hospedeiro, e que produzem efeitos benéficos em sua saude.

O termo prebidtico é utilizado, a diferenga de probidtico, para designar
ingredientes alimentares n&o digeriveis que beneficiam o hospedeiro por estimular
seletivamente o crescimento e/ou a atividade de uma ou um numero limitado de
espécies bacterianas no célon (GIBSON; ROBERFROID, 1995), e o termo simbidtico
para designar produtos que contém probiodticos e prebidticos associados. Como a
palavra sugere sinergismo, ela deveria ser restringida a produtos em que o
componente prebidtico favorega seletivamente o probidtico (SCHREZENMEIR; DE
VRESE, 2001).
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Varios microrganismos sao usados como probidticos, entre eles
bactérias acido- lacticas, bactérias ndo acido lacticas e leveduras. Além das
propriedades mencionadas, os probidticos devem ser inGbcuos, manter-se viaveis por
longo tempo durante a estocagem e transporte, tolerar o baixo pH do suco gastrico e
resistir a agcdo da bile e das secregdes pancreatica e intestinal, ndo transportar
genes transmissores de resisténcia a antibidticos e possuir propriedades anti-
mutagénicas e anticarcinogénicas, assim como resistir a fagos e ao oxigénio
Holzapfel e Schillinger, (2002).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Raiva

A raiva é uma enfermidade infecciosa viral do sistema nervoso central
dos mamiferos causada por virus neurotropico, que possui RNA da familia
Rhabdoviridae, género Lyssavirus (HANKINS et al., 2004). Esse virus provoca grave
encefalite viral nos animais e no homem, ndo havendo tratamento (FAVI et al.,
2004). E considerada uma das mais importantes zoonoses mundial por ser
encefalite fatal, acomete todos os mamiferos e apresenta ampla distribuicao
geografica (CARAMORI JUNIOR et al., 2003).

A raiva dos herbivoros causa prejuizos econdmicos consideraveis em
animais destinados a producao de leite, de carne e a reprodugao.

Os paises mais afetados sdo: Africa do Sul, Namibia, Botswana,
Zimbabue, México, Venezuela e Brasil (ASPDEN, 2001). No Brasil o numero de
casos de raiva animal permanece alto (ALMEIDA et al., 1997), os bovinos e os
equinos sdo severamente afetados por essa doenga (OLIVEIRA et al., 2000). Sendo
que em bovinos, nos paises Latino Americano tem sido maior a preocupacao.
Atualmente, ocupa a segunda posicdo em numero de casos, sendo superada
apenas pela raiva canina, especialmente nas regides onde 0s morcegos
hematdfagos estdo envolvidos como na Costa do Pacifico no Chile, Costa Atlantica
no Uruguai e no Sudeste do Brasil (BRASS,1994). Estima-se que na América Latina
as perdas sejam da ordem de 30 milhées de ddlares por ano, provocando a morte
de 100 mil cabegas. No Brasil, estima-se que entre 30.000 a 40.000 bovinos sejam
perdidos anualmente acometidos com raiva. Os prejuizos econémicos diretos sao
estimados em 15 milhées de ddlares e os indiretos em 22,5 milhdes de dodlares
(PIZA et al., 2002). As perdas reais dos animais mortos pela enfermidade sao
dificeis de quantificar, devido a baixa propor¢cdo de casos suspeitos levados ao
diagndstico laboratorial de cada surto.

As analises do virus da raiva, isolados de animais e humanos,
mostraram que ha numerosas variantes genéticas associadas com diferentes

reservatorios de animais nas diferentes regides geograficas, (SERRA-COBO et al.,
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2002) com 7 sorotipos, 0 Rabies virus, Lagos bat virus, Mokola virus, Duvenhage
virus, Australian bat virus (ABL) e dois genotipo European bat virus (EBL) tipo 1
(EBL1) e tipo 2 (EBL2) Hankins e Rosekrans (2004). Esses virus sao termolabeis e
suscetiveis a degradacdo pela radiacdo ultravioleta, detergentes, enzimas
proteoliticas, raios-X, acidos fortes, alcalis desinfetantes, solventes lipidicos e
anibnicos. Sao sensiveis aos acidos com pH<4 e as bases com pH >10. Sao
inativados pelo calor, sobrevivem 35 segundos a 60°C, 4 horas a 40°C e varios dias
a 4°C (INSTITUTO PASTEUR, 2002). Os mamiferos e os morcegos da América séo
infectados por um virus rabico classico (RABV) ou sorotipo 1 (ECHEVARRIA et al.,
2001).

No Brasil os morcegos hematdéfagos (Desmodus rotundus) participam
da cadeia epidemiologica, transmitindo essa enfermidade aos herbivoros
domésticos, sendo a principal fonte de infeccao (PIZA et al., 2002) e o principal
transmissor da raiva na América Latina (SATO et al., 2004). Ao se alimentarem de
sangue, infectam os animais (WRIGHT et al., 2002).

Ha cerca de 140 espécies de morcegos no Brasil, sendo que em 31
dessas espécies ja foi isolado o virus da raiva, incluindo morcegos hematéfagos,
insetivoros, frugivoros e onivoros. Todas as espécies de morcego podem transmitir a
raiva, independente de seu habito alimentar (FOOKS et al., 2003).

O método seletivo indireto controla a populacdo de morcegos
hematofagos sem agredir outras espécies, passa-se a pasta vampiricida ao redor da
mordida, atingindo apenas os individuos indesejaveis a fim de provocar depleciagcao
dos fatores coagulantes do animal agressor (NOGUEIRA, 2003). As transmissdes
por aerossois em cavernas habitadas por morcegos séo possiveis fontes de infecgao
para outros mamiferos. Por essa razdo, até o momento, a melhor protecdo a
populacdo de bovinos exposta ao risco de contato com o virus rabico € a vacinagao
(PIZA et al.,, 2002). Aguilar-Setién et al. (2002) relatam que a raiva silvestre é
controlada por meio de vacina anti-rabica oral.

O objetivo da vacina é reduzir as perdas econémicas provocadas por
enfermidades infecciosas e manutengao da integridade das fungdes do organismo
indispensaveis a uma o6tima producao de leite de carnes. A vacina continua a ser o
método de controle mais efetivo, importante e de menor custo para reduzir as perdas
econdmicas causadas por doencgas infecciosas (HANKINS; ROSEKRANS, 2004).

Nos ultimos anos, grande parte das investigacdes sobre o controle da raiva silvestre
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tem sido concentrado no desenvolvimento de métodos para a vacinagdo oral dos
vetores selvagens desta enfermidade (BROCHIER et al., 1996). Nos EUA os custos
estimados com a detecgao, prevencgao e controle da raiva excedem 300 milhdes de
dolares por ano (CDC, 2000).

Os inumeros tipos de vacinas disponiveis no mercado dificultam
determinar um procedimento adequado para uma efetiva imunizagdo dos animais
(OLIVEIRA et al., 2000).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recomenda a avaliagdo da
imunidade anti-rabica da titulagdo desses anticorpos e considera um titulo igual ou
maior 0,5 Ul/ml como reflexo de um estado imunitario suficiente para proteger

individuos expostos ao risco da contaminagao (ALMEIDA et al., 1997).

2.2 Probidtico

O termo probidtico € de origem grega e significa “pré-vida” (COPPOLA;
TURNES, 2004), também é conhecido como "Direct-Fed Microbial" (DFM). Estes
compostos sao preparagdes de cultura de microorganismos, extratos e enzimas.
Sao classificados como substéncia livre de perigos (GRAS - Generally Regarding As
Safe), segundo o Food Drugs Administration (FDA) of United States, ndo sendo
téxicos para os animais e nem deixam residuos toéxicos na carcaga dos animais
destinados ao consumo dos seres humanos (OYETAYO; OYETAYO, 2005).

Assim, os probidticos vém substituindo outros promotores de
crescimento, entre eles os antibiéticos, cujo uso na produgéo animal é indesejavel e
sua utilizagao indiscriminada tem levado ao aparecimento de populagdes de
bactérias resistentes aos antibioticos.

Os probidticos sao suplementos alimentares que contém
microorganismos vivos, cuja administragdo em quantidade adequada produz efeitos
benéficos para a saude do hospedeiro (SILVA et al., 2006), que restringem-se a

promog¢ao da saude e n&o a cura de doengas (SAAD, 2006).
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2.2.1 Beneficios dos Probidticos na producao animal

Bovinos

Atuam como imunoestimulante, aumentando a resisténcia dos
bovinos as doencgas infecciosas (SAAD, 2006). Arenas et al. (2005)
observaram aumento significativo nos titulos de anticorpos anti-
rabico em bovinos primo vacinados contra a raiva, além disso,
elevou para 100% a frequéncia de animais que apresentaram
titulos de anti-corpos protetores contra o virus rabico.

Promotor de crescimento e ganho de peso. Alves et al. (2003) e
Jorge et al. (2006) relatam que obtiveram aumento significativo de
22,0% e 25,6% respectivamente, no ganho de peso em bovinos
confinados. Rasteiro et al. (2006) observaram aumento de 19,4%
no ganho de peso dos bovinos em sistema de pastejo extensivo no
periodo de seca, enquanto que Arenas et al. (2007) observaram
elevagao de 33,3% no ganho de peso dos bovinos.

Eleva a producéo de leite (OEZTUERK et al., 2005) e porcentagem
de proteina (NOCEK et al., 2003).

Melhora a conversao e a eficiéncia alimentar (NICODEMO, 2001).
Aumenta a ingestao de matéria seca no inicio e durante a lactagao,
(NOCEK et al., 2003) nos periodos pré e pos-parto dos bovinos.
Previne a acidose ruminal (OWENS et al., 1998).

Aumenta e mantém o equilibrio da microbiota ruminal e intestinal
benéfica ao organismo (LEEDLE, 2000).

Como redutor do pH intraluminal do trato digestorio (AGOSTONI et
al., 2004).

Controla a incidéncia (TIMMERMAN et al., 2005) e reduz a duragao
de diarréias.

Minimiza o estresse (KABIR et al., 2004).

Recompde e estabiliza a flora intestinal apés a antibioticoterapia
(SAAD, 2006).
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e Prevencéo de infecgdes do trato reprodutivo de bovinos (OTERO et
al., 2006).

e Pode ser utilizado como substituto dos ionoforos e antibidticos
(COPPOLA e TURNES, 2004).

2.2.2 Cuidados na administracdo dos Probi6ticos aos animais

Garantir a ingestdo diaria e continua do probidtico pelos animais
(SAAD, 2006).

Nos bovinos corrigir a exigéncia de proteina degradavel no rumen
(PDR) e o balango protéico-energético (JORGE et al., 2006).

2.2.3 Caracteristicas dos microorganismos Probioticos

Os microorganismos probiodticos devem ser capazes de compensar ou
reforcar a atividade da microbiota intestinal para exercer efeitos benéficos a saude
do hospedeiro (BARBOSA et al., 2006). Assim, estes microrganismos devem possuir
algumas propriedades, entre elas: ser inécuos, resistir a acdo da bile, do suco
gastrointestinal, sobreviver ao pH acido, ter a capacidade de aderir a mucosa
intestinal, colonizar o trato gastrointestinal, produzir compostos anti-microbianos, ter
capacidade antagonista aos patdgenos entéricos, possuir propriedades
imunoestimulante modulam a atividade metabdlica, inativar substancias pro-
carcinogénicas, além de nao transmitir fatores de resisténcia a antibiéticos para as
bactérias patogénicas, manterem-se viaveis, estaveis durante a estocagem e
transporte (SAAD, 2006).
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2.2.4 Fatores que afetam negativamente os resultados da utilizagéo dos
Probidticos

Os fatores que podem influenciar negativamente no resultado da
utilizacdo do probidtico sdo: utilizagdo de microrganismos que ndo atendem aos
requisitos para atuar como probiotico (TOURNUT, 1998), idade, raga do animal, tipo
de exploragao, sistema de manejo adotado, alimentacdo fornecida aos animais
(SAAD, 2006), métodos de produgdo, administragdo e viabilidade do produto
(probidtico), condicdo do hospedeiro, condigdo da microbiota intestinal (BARBOSA
et al., 2006) e dose utilizada (0 numero dos microrganismos para formagéo de uma
colonia e o estabelecimento de uma relagdo simbidtica com o animal hospedeiro).
Além disso, uma determinada cepa de microrganismo probiodtico ndo sera eficiente
para todas as espécies de animais ou para um mesmo animal nas diferentes fases
da vida ou de uma doencga (SAAD, 2006).

Muitos produtos sdo atualmente comercializados no mercado sem que
tenham sido provadas as caracteristicas do microrganismo de colonizar o trato
intestinal, fixar-se, reproduzir-se e eliminar bactérias maléficas, conforme o
preconizado pelos fabricantes (PEDROSO, 2003).

2.2.5 Efeito dos Probioticos

Os probidticos modulam varias fungdes fisioldgicas no organismo dos
animais, no entanto, ainda ndo estdo totalmente esclarecidas (COPPOLA; TURNES,
2004) e para o entendimento do efeito do probidtico € necessario o conhecimento
especifico de cada microrganismo utilizado na composi¢do do produto (LEEDLE,
2000). No entanto, sabe-se que estes atuam no sistema imunoldgico, digestério e

urinario.
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2.2.5.1 Efeitos dos Probidéticos no sistema imunolégico

Os probidticos atuam estimulando o sistema imunoldgico, ou seja, sao
imunoestimulantes. No entanto, esta acdo imunoestimulante promovida pelos
probidticos ainda n&o esta totalmente elucidada (SILVA et al., 2006).

A acdo imunoestimulante dos probidticos € atribuida as bactérias
acido-lacticas (CROSS, 2002), entre elas: Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium
bifidum e Bifedobacterium longum (KOENEN et al., 2004).

Varias pesquisas tém demonstrado que estes microrganismos
estimulam a atividade fagocitica dos leucécitos (OYETAYO; OYETAYO, 2005),
aumentam a proliferacado de linfécitos T, a atividade dos macrofagos e elevam a
atividade das células Natural Killer (NK). Ativam as células T Helper CD4+ sub-
populacdo Th1 (OUWEHAND et al., 1999), aumentam a produgao de anticorpos € a
secrecdo de mediadores quimicos que estimulam o sistema imune (CROSS, 2002).
Entre elas estdo a produgéo de citocinas (AMORES et al., 2004), interferon gamma
(IFN-y) , TNF, interleucina (IL) 1, IL-2 (OUWEHAND et al., 1999), IL-10 e a IL-12.

A IL-12 ativa as células Th1, induzindo a secregao de IL-2 e IFN-y.
Aumenta a proliferagdo de células T natural killer (NK) e a citotoxicidade. Ainda
potencializa a secre¢do de imunoglobulinas pelas células B. O IFN-y atua nas
células B, células Te NK como também nos macréfagos. Este também estimula a
producao de lgg2a pelas células B, eleva a expressao de moléculas de MHC da
classe | de células T e potencializa as atividades das células NK. Nos macrofagos o
IFN-y aumenta a capacidade de destruir os microrganismos ingeridos e nas células
infectadas com virus aumenta a expressao das moléculas da MHC classe | e I,
eleva a produgdo de IL-2. Esta interleucina ativa as células B, T auxiliares,
citotoxicas e as células NK (TIZARD, 2002).

Madara (1997) relata que os probidticos também ativam as células
linféides do sistema imunolégico do tecido intestinal, ativam também Placas de
Peyer's que estdo distribuidas ao longo das células epiteliais, lamina prépria e
submucosa.

Os microorganismos probidticos ativam as células linféides do sistema
imunoldgico do tecido intestinal por meio da interacdo entre o tecido linféide e os

produtos metabdlicos ou fragmentos de peptideoglicano dos microorganismos
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probidticos. Produzidos “'in situ” que estimulam e modulam a resposta imune na
superficie da mucosa intestinal contra os antigenos dos microorganismos
patogénicos. Além disso, os probidticos modulam a microflora e a permeabilidade do
epitélio intestinal para os antigenos bacterianos (os peptideos) (OUWEHAND et al.,
1999).

2.2.5.2 Efeitos dos Probioticos no sistema digestorio

No sistema digestivo os probioticos participam ou facilitam a fungéo
fisiologica do trato digestivo, especificamente, no fluxo de substrato ou no produto
final do trato gastrointestinal (LEEDLE, 2000). Assim eles aumentam a
digestibilidade da fibra dos alimentos (NEWBOLD et al.,, 1996), o consumo de
matéria seca (NICODEMO, 2001), a eficiéncia alimentar (OEZTUERK et al., 2005), a
conversdo alimentar nos bovinos (MEYER et al., 2001) e nos suinos (SILVA et al.,
2006).

A Saccharomyces cerevisae associado a Enterococcus faecium
reduziu a mobilizagdo de acidos graxos, por oxidagdo e aumentou a energia
proveniente dos carboidratos alimentares, devido ao aumento na ingestdo de
matéria seca pelos bovinos. Este aumento de ingestdo de matéria seca pelos
bovinos ocorreu devido a elevagao da digestibilidade da fibra das forragens (NOCEK
et al., 2003).

O Aspergillus orizae fornece enzimas (polissacaridases enddgenas)
que atuam no rumen, facilitando a aderéncia de bactérias celuliticas a fibra, além
das vitaminas (biotina, acido pantaténico, hidrocloreto de piridoxina e vitamina B13),
aminoacidos e acidos graxos volateis de cadeia ramificada. O acréscimo destes
nutrientes, estimula o crescimento de microorganismos, entre eles, 0 Ruminococcus
albus e Fibrobacter succinogenes que sao bactérias da flora ruminal que digerem a
fibra dos alimentos. Além disso, produzem mais enzimas, expandindo o contato dos
fungos ruminais com as plantas ingeridas pelos animais, resultando em maior
infiltracdo de rizoides dos fungos, possibilitando a invasado das bactérias ruminais
nas camadas das fibras mais internas dos alimentos. Consequientemente, eleva a

taxa de degradacao da fibra dos alimentos (NICODEMO, 2001). A suplementacéao



19

com Aspergillus orizae promoveu o crescimento do fungo Neocallimastix frontalis
EB188 presente na flora ruminal, favorecendo a secrecao de celulase em 41% e a
de protease em 38% (CHANG et al., 1999).

Os Lactobacillus produzem amilase (NICODEMO, 2001), protease e
lipase que favorecem a digestdo de amido, de proteinas e de lipideos dos alimentos,
respectivamente os acidos produzidos por este microrganismo, reduzem o pH
intestinal proporcionando maior absor¢do de acidos graxos de cadeia curta
(MENTEN, 2001).

2.2.5.3 Controle da acidose ruminal

A ingestdo de dietas ricas em graos pelos bovinos, resulta na
acidificagdo no rumen provocada pela excessiva producdo de acido lactico. Este
aumento na concentracdo de acido lactico diminui o pH, resultando em acidose
ruminal que altera o metabolismo (MIRANDA-NETO et al., 2005) causando redugao
na ingestao de alimento, laminite (LEEDLE, 2000), ruminite, abscessos hepaticos e
grandes perdas econdémicas na exploragao pecuaria de corte e leite.

A adicdo de probidtico na racdo concentrada dos bovinos, contendo
Aspergillus orizae, Saccharomyces cerevisiae (HIGGINBOTHAM et al.,, 1994),
Lactobacillus, Enterococcus faecium (NOCEK et al., 2003) controlam o pH ruminal,
reduzem a producdo e aumentam o consumo de acido lactico pelos
microorganismos presentes no rumen (LYNCH; MARTIN, 2002).

Estes microorganismos probiéticos fornecem fatores de crescimento
para 0s microrganismos ruminais, entre eles o malato, que favorece a taxa de
crescimento das bactérias que utilizam lactato (KUNG et al., 1997), entre elas, as
Selenomonas lactilytica, Selenomonas ruminatium (SULLIVAN; MARTIN, 1999) e
Megasphaera elsdenii (NOCEK et al., 2003). Estas bactérias do ramem sao capazes
de consumir o acido lactico ou seja, elimina o lactato presente no rumem,
transformando em acetato e propionato. Assim os probidticos controlam a acidose
ruminal nos bovinos, favorecendo o restabelecimento e as fungdes fisioldgicas da

micriobiota normal do rimen .
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2.2.5.4 Conversao alimentar

O incremento na conversdo alimentar promovido pelos probidticos
pode ser explicado devido ao aumento na digestibilidade dos alimentos pelo
estabelecimento da competigcdo entre os microrganismos indesejaveis e 0s que sao

benéficos para o organismo do animal (SILVA et al., 20006).

2.2.5.5 Efeitos dos Probiéticos no controle da diarréia

As bactérias produtoras de acido latico reduzem a incidéncia de
diarréia, competem pelos nutrientes e o local de adesao no epitélio intestinal dos
hospedeiros (AGOSTONI et al., 2004), evitando assim, a colonizagdo da mucosa
intestinal por microrganismos patogénicos.

Os probidticos inibem o crescimento dos microorganismos
patogénicos, por meio da sintese de bacteriocinas (COPPOLA; TURNES, 2004),
producdo de acido lactico, acético (KELLEHER et al., 2002) e perdxidos de
hidrogénio (LOZADA, 2001), também atuando no metabolismo celular diminuindo a
concentragdo de amdnia no organismo (CROSS, 2002) e inibindo as agdes das
enterotoxinas. Assim produzem um ambiente desfavoravel ao Staphylococcus

aureus, Salmonella sp e Escherichia coli enteropatogénica.

2.2.5.6 Efeitos dos Probid6ticos no sistema reprodutor

As patologias uterinas que ocorrem durante o periodo puerperal,
reduzem a eficiéncia reprodutiva das vacas, elevam o custo de produc¢ao, reduzem o
consumo de alimentos, reduzem da producado de leite e de carne. No entanto, os
microrganismos probidticos, entre eles, o Lactobacillus, podem prevenir a metrite em
vacas no pos-parto (OTERO et al.,, 2006), vaginites causadas por bactéria e
leveduras (ZARATE; NADER-MACIAS, 2006).
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A colonizagdo por Lactobacillus & considerado a primeira barreira
microbioldgica da infeccdo por patdgeno do trato genital (OCANA et al., 1999b). O
ponto chave para os microorganismos probioticos inibirem o crescimento de varios
patdgenos causadores de infec¢cdo dos 6rgaos do aparelho genital sdo: competigao
pelos receptores de adesdo nas células do epitélio vaginal (OSSET et al., 2001),
aderéncia a superficie do epitélio vaginal, que é essencial para a (ZARATE; NADER-
MACIAS, 2006) colonizac&o dos tecidos dos orgaos do trato genital (OTERO et al.,
2006).

Ainda, competem pelos nutrientes (OSSET et al.,, 2001), produzem
peréxiodo de Hidrogénio (H»0,) (LEPARGNEUR e ROUSSEAU, 2002) e substancia
antimicrobiana: acido lactico (JUAREZ-TOMAS et al., 2006), H,O, (OCANA et al.,
1999a) e bacteriocina (OSSET et al., 2001).

O acido lactico produzido pelos Lactobcillus a partir dos carboidratos
mantém o pH vaginal acido (JUAREZ-TOMAS et al., 2006) e a bacteriocina atua de
forma indesejavel no crescimento das colbnias dos microorganismos patogénicos
(LEPARGNEUR; ROUSSEAU, 2002). Além disso, os Lactobacillus aumentam a
influéncia dos horménios, em especial dos estrégenos.

O peroéxiodo de hidrogénio (H20>) representa um mecanismo de defesa
antimicrobiano ndo especifico que favorece os constituintes da flora vaginal normal
(LEPARGNEUR; ROUSSEAU, 2002), por dois mecanismos distintos: um
bacteriostatico e o outro bactericida (OCANA et al., 1999) quando a concentracédo de
H,0, atinge 0,6 € 1,0 mmol LT, respectivamente (HAINES; HAMON, 1973). A H,0O, é
convertida em composto citotoxico e peroxidase no fluido vaginal (LARSEN, 1993).
Estes compostos provocam a morte celular ao atuarem sobre o acido nucléico,
proteinas e outras biomoléculas dos microorganismos patogénicos.

Quando os Lactobacillus acidophilus colonizam o trato genital, inibem o
crescimento de Pseudomonas aeruginosa (OCANA et al., 1999b) e Candida albicans
(BORIS et al., 1998) (OSSET et al., 2001) relatam que o Lactobacillus crispatus e
Lactobacillus jensenii inibiram a aderéncia da Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa no trato genital de vacas.

Lactobacillus acidophilus CRL 1259 e Lactobacillus paracasei CRL
1289 inibiram a aderéncia de Streptococcus agalactiae e Staphylococcus aureus,
enquanto que o Lactobacillus salvaricus CRL 1328 inibiu a adesdo somente do
Staphylococcus aureus (ZARATE; NADER-MACIAS, 2006).



22

3 OBJETIVO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a influencia desta
formulagao probidtica sobre a resposta imune humoral em bovinos primo-vacinados
contra Raiva, devido a dificuldade de manejo e alta casuistica desta enfermidade em
bovinos.

O manejo correto de vacinagdo Anti-Rabica para animais primo-

vacinados inclui um reforgo vacinal apds trinta (30) dias da primeira dose.
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BOVINE

PROBIOTICO AUMENTA A RESPOSTA IMMUNE HUMORAL ANTI-RABICA EM BOVINOS

S.E. Arenas’, L.S.L.S. Reis", N.M. Frazatti-Gallina®, S.H. Fujimuraz, H. Bremer-Neto®, P.E. Pardo®

' MSc. Student in Animal Sciences, Universidade do Oeste Paulista - UNOESTE, Presidente
Prudente, SP, Brazil.

2 Laboratory of Rabies, Instituto Butantan, S&o Paulo, SP, Brazil.

® Universidade do Oeste Paulista - UNOESTE, Presidente Prudente, SP, Brazil.

*Author for correspondence: Rodovia Raposo Tavares, Km 572, Bairro Limoeiro, CEP 19067-175,
Presidente Prudente, SP, Brazil. E-mail: centraldepesquisaepublicacoes@yahoo.com.br

ADDITIONAL KEY WORDS

cattle, probiotic, rabies vaccine, humoral response

SUMMARY

The effect of a probiotic on the immune response of cattle immunized with one dose of rabies
vaccine was evaluated in this study. The Nelore bovines (N=75) were divided randomly into 5 groups:
supplemented with the 0, 2, 3, 4 and 8 g the probiotic (Proenzime®)/bovine/day, groups Gc, G,, Gs, G4
and Gg, respectively, for 60 days. All the animals were immunized with a single dose of rabies vaccine
on the first day of the experiment (day 0). The obtained results showed that there was significant
increase (p<0.05) in the titers of antirabies antibodies and frequency of animals immunized in the
groups G4 and Gg on 30 and 60. In conclusion, the probiotic (Proenzime®) increase the humoral
immune response of bovine immunized with rabies vaccine.

PALAVRAS CHAVE ADICIONAL

bovino, probidtico, vacina anti-rabica, resposta humoral
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RESUMO

Foi avaliado o efeito do probiético sobre a resposta imune de bovinos imunizados com uma dose
de vacina anti-rabica. Utilizou-se bovinos Nelore (N=75) divididos randomicamente em 5 grupos:
suplementados com 0, 2, 3, 4 e 8 g probidtico (Proenzime®)/bovino/dia, grupos Gc, G,, Gz, G4 e Gg,
respectivamente, por 60 dias. Todos os animais foram imunizados com uma de vacina anti-rabica no
dia zero do experimento. Os resultados obtidos mostraram que houve aumento significativo (p<0,05)
nos titulos de anticorpos anti-rabicos e na freqiiéncia de animais imunizados nos grupos G4 e Gg no
dia 30 e 60. Conclui-se que o probiético (Proenzime®) aumentou a resposta immune humoral em
bovinos imunizados com vacina anti-rabica.

INTRODUCTION

Rabies is an infection caused by a virus of the genus Lyssavirus, order Rhabdoviridae. It’s
a major animal disease in the world because causes fatal encephalitis in mammals, including
humans, has wide geographical distribution and constitutes a serious health problem
(Consales et al., 2006). The vaccination is the half most effective and economical of the
disease (Oliveira et al., 2000).

The use of probiotics is a strategy to increase the immunological response of animals
vaccinated or infected by virus or bacteria (Hamilton-Miller, 2004). Havernar and Huis In’t
Veld defined probiotics in 1992 by as viable microorganisms, including lactic bacteria and
yeast, as lyophilized cells or fermented products that have beneficial effects on host health
after being ingested. These substances are used as growth promoters (Arenas et al., 2007).

In this present study was evaluated the effect of different concentrations of probiotic
added to the mineral diet, in the immunological response of bovine immunized with rabies
vaccine.

MATERIALS AND METHODS

Nelore cattle (Bos taurus indicus) with 18 months old, from a farm in Presidente
Bernardes, SP, Brazil were utilized in this study. These animals were divided randomly into 5
groups (N=15), animals from the control group (Gc) fed pasture and received mineral salt
(Premix R™) ad libidum and the other groups were fed in a similar system, but each one
received 2, 3, 4 or 8 g probiotic (Proenzime™) added to each 70g of mineral salt, groups G,
G3, G4 and Gg, respectively. This probiotic/salt ratio was chosen because in observations
taken for 20 days before the experiments the daily average salt intake was estimated at 70g
per bovine. All the animals were immunized with 1 dose of rabies vaccine on the first day of
the experiment (day 0).

The probiotic (Proenzime®) is produced by EMBRAUPEC, Paranavai, PR, Brazil. It is
composed of amylase, cellulase, protease, lipase, pectinase, Lactobacilus acidophilus,
Estreptococus faecium, Bifedobacterium thermoplhilum, Bifedobacterium longum and zinc.

A commercial rabies vaccine with antigenic values satisfactory contains a suspension of
fixed rabies PV (Pasteur Virus) obtained in BHK-21 cells, inactivated by beta-propiolactone,
adsorbed in aluminum hydroxide and preserved with thimerosol at 1:10,000.

For blood sampling on days 0, 30 and 60. Blood (10 mL) was collected from the jugular
vein in vacuum tubes with no anticoagulant. After the blood samples were clotted and
centrifuged 2500 rpm, 10 min, serum samples were stored at -20 °C for further determination
of rabies-neutralizing antibodies in BHK-21 cells.
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The neutralizing antibodies were determined by serum neutralization in BHK-21 clone 13
cells. This test is based on the Rapid Fluorescent Focus Inhibition Test (RFFIT) (Smith et al.,
1996) and the Fluorescent Inhibition Microtest (FIMT RFFIT) (Zanlan et al., 1979).

Data were compared by Repeated Measures Analysis of Variance; further multiple
comparisons were carried out by LSD test. In all the analyses, outliers were excluded. To
compare the frequency of animals immunized against rabies among the experimental groups
as a function of observation day, the Goodman test was used. In all the analyses, probability
of error was set at 5% (Zar, 1999).

RESULTS AND DISCUSSION

The World Health Organization (WHO) recommends rabies-neutralizing antibody titers
of at least 0.50 UI/mL for effective prevention in humans against rabies virus contamination.
Some studies argue that this neutralizing antibody titer is the minimal level required to protect
cattle (Albas et al., 2005).

On day 0, the results from titration of rabies neutralizing antibodies sampled from the
serum of cattle under the different experimental treatments were not reactive, indicating that
none of the animals had either prior contact with the rabies virus or vaccination against rabies.
Thus, the variations found among rabies antibody titers were induced by rabies vaccination as
well as by the probiotic treatment.

Significant interaction was found between the probiotic level and vaccination time (F4 63)
= 2.58; p= 0.046). After rabies vaccination, all the cattle had rabies-antibody titers,
irrespective of whether or not they had received probiotic added to the mineral mixture.
However, animals from groups G4 and Gg had a significant increase (p<0.05) in the
production of rabies antibodies 30 and 60 days after vaccination (Figure 1) and as did the
frequency of immunized animals (antibody titers > 0.50 UI/mL) (Figure 2) on both
observation days. In this way, these supplementations caused a persistent immunostimulant
effect. But their action mechanism is not completely known (Silva et al., 2006). These results
agree with previous studies in swine (Avila et al., 1998) and poultry (Kabir et al., 2004)
which indicate that the immune response is improved when probiotic administration is
associated with vaccination.

In group Gs, there was a significant increase (p<0.05) in rabies antibody titers on day 30,
but on day 60 the titers decreased significantly (Figure 1). Thus, the immunostimulant action
caused was not persistent.

In group Gy, there was not a significant increase (p<0.05) in the titers of rabies antibodies
(Figure 1). Moreover, in this group, the frequency of immunized animals decreased
significantly (p<0.05) 60 days after vaccination, similarly to group Gec (Figure 2). The
supplementation was not an immunostimulant.

In group control cattle had the protective rabies antibody titers in any of the two
observation days, i.e., all the animals were exposed to the risk of rabies contamination after 30
and 60 days of vaccination (Figure 2). In fact, Albas et al. (2005) report that cattle which are
first-vaccinated against rabies require a booster vaccination to achieve protective titers of
rabies anti-bodies.

The results found in the present study lead to the conclusion that the probiotic
(Proenzime™) increases both the humoral immune response and the frequency of cattle
immunized by rabies vaccine.
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Figure 1- Mean titers (+ standard deviation) ddesslxnfis avadicoutiderin first-time-vaccinated cattle receiving feed
supplementation with 0 (Gc), 2 (G,), 3 (Gs), 4 (G,) or 8 (Gg) g of probiotic (Proenzime®)/animal/day. Means
followed by a similar letter indicate that, within a same day, no significant difference was found among the
groups (p<0.05). * indicates significant difference between days 30 and 60 within a same group (p<0.05).
(Titulos médios (+ desvio padréo) de anticorpos anti-rabicos de bovinos primo-vacinados com
supplementagao alimentar de 0 (Gc), 2 (Gy), 3 (G3), 4 (G4) ou 8 (Gg) g de probidtico
(Proenzime®)/animalldia. Médias seguidas por uma letra semelhante indicam que, dentro de um
mesmo dia, diferenga nao significava entre os grupos (p<0.05). * indica diferenga significativa entre
dias 30 e 60 dentro de um mesmo grupo (p<0.05)).
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Figure 2- Frequency of rabies-immunized cattle. The cattle received daily feed supplementation with 0 (Gc), 2
(Gy), 3 (G3), 4 (Gy) or 8 (Gg) g probiotic (Proenzime®)/animal/day. Means followed by a same upper-case letter
indicate that, within a same day, no significant difference was found between the groups (p<0.05). Means
followed by a same lower-case letter indicate that, within a same group, no significant difference was found
between the days (p<0.05). (Freqiiéncia de bovinos imunizados contra a raiva. Os bovinos receberam
supplementacdo alimentar diaria com 0 (Gc), 2 (Gy), 3 (G3), 4 (Gy) ou 8 (Gg) g de probiodtico
(Proenzime™)/animal/dia. Médias seguidas por uma mesma letra maitscula indicam que, dentro de um mesmo
dia, diferenga ndo significativa entre os grupos (p <0.05). Médias seguidas por uma mesma letra minuscula
indicam que, dentro de um mesmo grupo, diferenca nao significativa entre os dias (p<0.05).
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