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RESUMO

Avaliou-se o efeito de um aditivo liquido contendo uma combinagdo de microrganismos viaveis
de bactérias laticas, bactérias formadoras de esporos e leveduras (S. cerevisiae) cultivadas em
consorcio (CBL; Global Saude, Brasil/SCD Probiotics, EUA) sobre a digestdo, o consumo, 0
desempenho na lactacdo, a temperatura corporal e a resposta imune de vacas leiteiras. Vinte e
seis vacas Holandesas (185 + 141 dias em lactacdo) foram alimentadas individualmente com
uma dieta de padronizacdo por 14 dias e os tratamentos Controle ou CBL (3,5 mL/kg de matéria
seca da dieta total) por 56 dias, em um delineamento em blocos casualizados ajustado para
covariavel e com estrutura de medidas repetidas ao longo do tempo. O CBL aumentou o
consumo de matéria seca (CMS. 23,5 vs. 22,5 kg/d. P < 0,01) e tendeu a aumentar a producgéo
de leite (30,0 vs. 29,4 kg/d. P = 0,06) e lactose (+ 60 g/d. P = 0,09). O leite corrigido para
energia/CMS foi reduzido pelo CBL (1,25 vs. 1,31. P = 0,02). A concentracdo de solidos no
leite e 0 rendimento n&do diferiram (P > 0,28). As vacas alimentadas com CBL tenderam a ter
maiores valores de ECC (3,02 vs. 2,91. P = 0,08), mas o PV néo diferiu (641 kg, P = 0,27). O
CBL tendeu a reduzir a digestibilidade do trato total da MO néo-fibrosa (81,2 vs. 84,1%. P =
0,08) enquanto que as digestibilidades do amido (90,7%) e FDN (48,4%) nao diferiram (P >
0,20). A proporcdo molar de butirato no liquido ruminal tendeu a ser reduzida por CBL (9,4 vs.
10,4%. P = 0,06) assim como a concentracdo total de protozoarios (P = 0,10). A relacédo
acetato/propionato (3,1. P = 0,89) e a producdo microbiana do rimen estimada pela excrecdo
urinaria diaria de alantoina (P = 0,21) ndo diferiram. O CBL reduziu a propor¢do de consumo
diario de manha (35,1 vs. 40,4%. P = 0,02), aumentou a proporc¢ao no periodo da tarde (45,9 vs
41,9%. P = 0,03). Comportamentos de ruminacéo e ingestdo ndo diferiram (P > 0,16). O CBL
reduziu o N-ureico no sangue as 09:00 h (21,2 vs. 25,1 mg/dL. P = 0,01) e tendeu a reduzir em
16:30 h (20,1 vs. 23,1 mg/dL. P = 0,06) e 23:00 h (17,9 vs. 20,6 mg/dL, P = 0,09), mas ndo
afetou a N-ureico do leite (18,6 mg/dL, P = 0,47). O aumento da producdo de leite e do CMS
induzidos por CBL foram associados ao aumento da temperatura corporal. As temperaturas
retais foram aumentadas pelo CBL as 09:00 h (38,3 vs. 38,1°C. P <0,01), 15:30 h (38,8 vs.
38,5°C. P =0,01) e 22:00 h (38,5 vs. 38,2°C. P = 0,02). A frequéncia de vacas com temperatura
retal > 39,2°C as 15:30 h foi de 18,2% no CBL e 6,3% no CTL (P < 0,01). A temperatura da
pele tendeu a ser aumentada por CBL as 09:00 h (34,1 vs. 33,8°C. P = 0,10) e foi aumentada as
22:00 h (35,1 vs. 34,7°C. P = 0,02). A sudorese nas semanas 4 (90,4 vs. 66,9 g/m?/h. P = 0,05)
e 5 (103,9 vs. 72,1 g/m?/h. P = 0,01) foi aumentada pelo CBL. O tempo gasto deitado foi
reduzido pelo CBL (742 vs. 813 min/d. P = 0,04). A taxa respiratoria ndo diferiu (P > 0,34). A
imunidade em resposta a uma vacina contra virus/leptospirose no d 36 (DO0) foi avaliada. A
interleucina-4 no soro tendeu a ser reduzida por CBL no DO (779 vs. 859 pg/mL. P =0,10) e
ndo diferiu nos dias 7 (D7) e 14 (D14) relativamente a vacinacdo (P > 0,26). A interleucina-12
foi reduzida por CBL em D7 (611 vs. 709 pg/mL, P = 0,02), mas néo diferiuno DO e D14 (P >
0,27). Interferon gama e interleucina-10 ndo diferiram (P > 0,20). Em DO, a concentragdo de
monocitos como proporcéo de leucocitos tendeu a ser aumentada por CBL (3,8 vs. 5,7%. P =
0,10). A CCS do leite foi aumentada pela CBL (49.500 vs. 67.000 células/mL. P = 0,03). O
CBL induziu maior aumento no CMS do que na producdo de leite, diminuindo a eficiéncia
alimentar, e teve efeitos menores na digestibilidade e no perfil de fermentagéo ruminal. O
aumento do CMS e da producéo de leite induzida pelo CBL foi associado ao aumento da



temperatura corporal e da sudorese, pequenas alteracbes nos marcadores de imunidade e
aumento do CCS do leite de vacas com baixa CCS.

Palavras-chave: Contagem de células somaticas. Fermentacdo ruminal. Imunidade. Levedura.
Probidtico.



ABSTRACT

The effect of a liquid additive containing a combination of viable microorganisms of lactic acid
bacteria, spore forming bacteria and yeasts (S. cerevisiae) grown in a consortium (CBL; Global
Health, Brazil/SCD Probiotics, USA) on the digestion, consumption, lactation performance,
body temperature and the immune response of dairy cows. Twenty-six Holstein cows (185 £
141 lactating days) were fed individually with a standardized diet for 14 days and Control or
CBL treatments (3.5 mL/kg dry matter total diet) for 56 d, in a covariate adjusted randomized
block design with repeated measures over time. The CBL increased DMI (23.5 vs 22.5 kg/d. P
< 0.01) and tended to increase the yields of milk (30.0 vs 29.4 kg/d. P = 0.06) and lactose (+ 60
g/d. P =0.09). Energy-corrected milk/DMI was reduced by CBL (1.25 vs 1.31. P = 0.02). Milk
solids concentration and yield did not differ (P > 0.28). Cows fed CBL tended to have higher
BCS (3.02 vs 2.91. P = 0.08), but BW did not differ (641 kg. P = 0.27). The CBL tended to
reduce the total tract digestibility of the non-fibrous OM (81.2 vs 84.1%. P = 0.08) whereas
starch (90.7%) and NDF (48.4%) digestibilities did not differ (P > 0.20). Molar proportion of
butyrate in ruminal fluid tended to be reduced by CBL (9.4 vs 10.4%, P = 0.06) as well as total
protozoa concentration (P = 0.10). The acetate to propionate ratio (3.1. P = 0.89) and the
ruminal microbial yield estimated by the daily urinary allantoin excretion (P = 0.21) did not
differ. The CBL reduced the proportion of daily intake in the morning (35.1 vs 40.4%. P =
0.02), increased the proportion in the afternoon (45.9 vs 41.9%. P = 0.03). Rumination and
ingestion behaviors did not differ (P > 0.16). The CBL reduced blood urea-N at 0900 h (21.2
vs 25.1 mg/dL. P = 0.01) and tended to reduce at 1630 h (20.1 vs 23.1 mg/dL. P = 0.06) and
2300 h (17.9 vs 20.6 mg/dL. P = 0.09), but did not affect milk urea-N (18.6 mg/dL. P = 0.47).
The increase in milk yield and DMI induced by CBL was associated to increased body
temperature. Rectal temperatures were increased by CBL at 0900 h (38.3 vs 38.1°C. P < 0.01),
1530 h (38.8 vs 38.5°C. P = 0.01), and 2200 h (38.5 vs 38.2°C. P = 0.02). The frequency of
cows with rectal temperature > 39.2°C at 1530 h was 18.2% on CBL and 6.3% on CTL (P <
0.01). Skin temperature tended to be increased by CBL at 0900 h (34.1 vs 33.8°C. P = 0.10)
and was increased at 2200 h (35.1 vs 34.7°C. P = 0.02). Sweating rates in weeks 4 (90.4 vs 66.9
g/m?/h. P =0.05) and 5 (103.9 vs 72.1 g/m?/h. P = 0.01)) were increased by CBL. Time spent
laying down was reduced by CBL (742 vs 813 min/d. P = 0.04). Respiratory rate did not differ
(P > 0.34). Immunity in response to a virus/leptospirosis vaccine on d 36 (D0) was evaluated.
Interleukin 4 in serum tended to be reduced by CBL on DO (779 vs 859 pg/mL. P = 0.10) and
did not differ on days 7 (D7) and 14 (D14) relative to vaccination (P > 0.26). Interleukin 12
was reduced by CBL on D7 (611 vs 709 pg/mL. P =0.02), but did not differ on DO and D14 (P
>0.27). Interferon gamma and Interleukin 10 did not differ (P > 0.20). At DO, the concentration
of monocytes as a proportion of leukocytes tended to be increased by CBL (3.8 vs 5.7%. P =
0.10). Milk SCC was increased by CBL (49,500 vs 67,000 cells/mL. P = 0.03). The CBL
induced a greater increase in DMI than in milk yield, decreasing feed efficiency, and had minor
effects on digestibility and ruminal fermentation profile. The increase in DMI and milk yield
induced by CBL was associated to increased body temperature and sweating rate, minor
alterations in immunity markers, and increased milk SCC of cows with low SCC.

Keywords: Somatic cell count. Ruminal fermentation. Immunity. Yeast. Probiotic.
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1INTRODUCAO

Aditivos alimentares sdo insumos usados na nutricdo animal com o intuito de aumentar
a qualidade da dieta consumida, o desempenho zootécnico, a saide do animal e gerar um
produto final de melhor qualidade. Aditivos alimentares requerem validacdo cientifica que
demonstre sua eficacia e a impossibilidade de efeito danoso a salde humana e animal e ao
ambiente (YIRGA, 2015). Microrganismos Vvivos ou inativos e seus produtos metabdlicos e
meio de cultivo sdo alguns tipos de aditivos zootécnicos capazes de atuar como promotores da
digestdo de nutrientes, via mecanismo ruminal, e/ou manipuladores do crescimento de
microrganismos no trato digestivo, principalmente no intestino de animais monogéstricos ou
ruminantes lactantes (CHAUCHEYRAS-DURAND et al., 2008; SEO et al., 2010). Além da
possibilidade de acdo positiva sobre a digestdo ou sobre a prevaléncia de disturbios metabdlicos
oriundos do trato digestivo, como a acidose ruminal ou o crescimento de microrganismos
patogénicos no intestino, tem sido evidenciado que esta classe de aditivos alimentares também
tem acdo sistémica por atuacao sobre a termorregulacdo e a imunidade (SALVATI et al., 2015;
DIAS et al., 2018; SILVA, 2018). Compreender o mecanismo de acdo dos aditivos e a
repetibilidade da resposta animal é importante para definir a probabilidade de eficacia do
produto em cendrios produtivos distintos e consequentemente a possibilidade de resultar em
beneficio financeiro ao produtor.

Produtos a base de microrganismos (bactérias e leveduras) com acdo comprovada em
monogastricos, bezerros ou humanos podem também atuar de forma benéfica em ruminantes
funcionais. A microbiota ruminal pode interagir com microrganismos fornecidos diretamente
(Direct-fed microbials) ou seus produtos metabdlicos. Os microrganismos podem afetar
positivamente a funcdo ruminal, auxiliando no controle da acidose latica (NOCEK et al., 2002),
aumentando a digestibilidade da fibra e a sintese ruminal de niacina (SALVATI et al., 2015;
DIAS et al., 2018). A niacina é capaz de induzir vasodilatacdo periférica e aumentar a perda
evaporativa de calor pelo animal (ZIMBELMAN; BAUMGARD; COLLIER., 2010). Por este
mecanismo de acdo, leveduras podem induzir ganho na eficiéncia alimentar (leite/consumo),
por reducdo na exigéncia nutricional para manutencdo da homeotermia. Este efeito positivo
sobre a eficiéncia alimentar € de magnitude similar ao observado para o ionéforo monensina
que atua reduzindo a perda energetica como metano ruminal. Desta forma, aditivos microbianos
podem atuar positivamente sobre a eficiéncia da producéo animal de forma coerente a tendéncia
naturalista do consumidor de produtos de origem animal.

Glucanos presentes na parede celular de leveduras, como as da espécie Saccharomyces

cerevisiae, podem estimular a imunidade do animal por contato com a mucosa do trato digestivo
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(ZAWORSKI et al., 2014), auxiliando no controle da mastite e da contagem de células
somaticas do leite e de outras infeccbes que reduzem a longevidade de vacas leiteiras.
Entretando, a alta capacidade do ramen de degradar carboidratos pode resultar em baixa
proporcéo da parede celular ingerida tendo atuacdo sobre a mucosa do trato digestivo inferior,
como ocorre em monogastricos. Leveduras vivas e resistentes a fermentacdo ruminal podem
ser mais efetivas no estimulo imunolégico pds-ruminal em ruminantes funcionais, pois
poderiam suprir mais glucanos ao intestino que produtos baseados em leveduras inativas,
autolisadas ou rompidas, teoricamente degradaveis no rimen. Bactérias produtoras de esporos,
como cepas de Bacillus subtilis, também tém sido utilizadas como imunomoduladores em
animais de producao e humanos. A combinagéo de microrganismos poderia ser adotada visando
a producao de aditivos microbianos multi-funcionais.

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de uma mistura de bactérias e leveduras
cultivadas em consércio sobre o desempenho leiteiro, a digestdo, a termorregulacdo e a
imunidade de vacas leiteiras em lactacdo. Nossa hipdtese foi a de que os microrganismos
suplementados pela dieta atuariam positivamente sobre o desempenho leiteiro, a digestibilidade

e a imunidade e reduziriam a temperatura corporal.
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2REFERENCIAL TEORICO

2.1 Definicéo de probidticos

A definicdo mais amplamente aceita para o termo probidtico é de que sdo
microrganismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem
beneficios a saide do hospedeiro (FAO/WHO, 2002). O termo probidtico tem sido usado para
descrever varios tipos de produtos contendo microrganismos viaveis ou ndo em forma pura ou
juntos do meio de cultura utilizado para o cultivo industrial, preparagdes de enzimas ou
combinacg6es destes produtos. Para evitar confusdes devido as diversas defini¢cbes do termo, em
1989 a Food and Drug Administration (FDA) dos Estados unidos exigiu que os fabricantes
usassem o termo “Direct-Fed Microbial” (DFM. Microrganismos Fornecido Diretamente). A
defini¢do de DFM de acordo com a FDA ¢ "uma fonte de microrganismos vivos de ocorréncia
natural”.

Para ser usado como probiotico, é essencial que os organismos sejam considerados
como GRAS (Generally Recognized As Safe - Geralmente Reconhecido como Seguro).
Holzapfel et al. (1998) e Gaggia et al. (2010) definiram alguns critérios microbioldgicos para o
probidtico ser considerado eficaz. Estes critérios incluem nédo ser patogénico, sobreviver e ser
metabolicamente ativo no trato gastrointestinal, ser capaz de aderir e competir com outros
microrganismos, ser antagonista a bactérias patogénicas, possuir capacidade de exercer algum
efeito benéfico sobre a saude do hospedeiro, ser geneticamente estavel e viavel em altas
populacdes e ter especificidade para o hospedeiro. Os beneficios providos pelos probidticos séo
cepa-especificos e ndo espécie ou género-especificos (FIGUEROA-GONZALEZ et al., 2011).
Krehbiel et al. (2003) observaram que o uso de cepas ndo especificas para os hospedeiros pode
ser a razao pela qual ndo ocorra resposta ao uso de probi6tico bacteriano.

O cultivo dos microrganismos em escala industrial € requerido para a fabricacdo dos
produtos comerciais. As cepas também devem ser adaptadas a um veiculo adequado ou
substrato fermentavel. O produto final deve garantir a agdo dos microrganismos dentro de um
prazo de validade pré-determinado. As cepas probioticas que se afirmam presentes em um
produto devem ser estaveis o suficiente para suportar os processamentos da produgdo comercial
e distribuicdo (KHAN; NAZ, 2013) e também devem resistir ao calor utilizado no
processamento industrial de alguns alimentos (como na peletizagdo). Em adigcdo, devem
permanecer viaveis em numero suficientemente alto e reter a atividade metabdlica mesmo além
da data de validade (HOLZAPFEL et al., 1998).
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2.2 Microrganismos comumente utilizados como probidticos

Os produtos baseados em probidticos podem compreender apenas uma espécie de
microrganismo ou podem conter varias espécies e cepas em uma mistura. A utilizacdo de
misturas pode atingir condicdes de acdo mais amplas em diferentes espécies de animais
(FULLER, 1989). Adicionalmente, pode ocorrer efeito sinérgico entre 0s microrganismos, 0
que pode potencializar o mecanismo de ac¢do do produto (CALLAWAY et al., 2008).

Os probidticos utilizados em nutricdo animal podem ser separados em trés classes:
bacterianos, fangicos ou uma combinacdo de ambos. Os microrganismos mais comumente
utilizados incluem Aspergillus oryzae, Saccharomyces cerevisiae, bactérias produtoras de acido
latico (BAL), bactérias utilizadoras de &cido latico e microrganismos formadores de esporos
(GAGGIA et al., 2010; SEO et al., 2010). Os aditivos nutricionais contendo probioticos variam
guanto a composicdo, dose e forma de oferta aos animais, o0 que explica parte da variabilidade
na resposta animal aos diferentes produtos.

Bactérias usadas em produtos probidticos para ruminantes geralmente incluem espécies
de Lactobacillus (NOCEK et al., 2002; ZHANG et al. 2016), Enterococcus (NOCEK et al.,
2002; BEAUCHEMIN et al., 2003), Bacillus (QIAO et al., 2010; ZHANG et al. 2016); e
Propionibacterium (FRANCISCO et al., 2002; RAETH-KNIGHT et al., 2007). Outras espécies
bacterianas de origem ruminal, como Megasphaera elsdenii e Prevotella bryantii, podem ser
usadas como probidticos para estabilizar ou melhorar a funcdo ruminal (CHIQUETTE et al.,
2008; SEO et al., 2010). Bactérias formadoras de esporos tém a vantagem de serem resistentes
ao manuseio na fazenda e a préaticas de processamento de grdos em fabricas de racGes
(CUTTING, 2011), além de serem resistentes a digestdo acida no abomaso de bovinos sendo,
portanto, capazes de ter acdo intestinal (SANDERS et al., 2003). Contudo, 0s probidticos a base
de leveduras tém sido os mais amplamente utilizados em ruminantes para reduzir o acimulo de
acido latico e estabilizar o pH ruminal, ajudar na termorregulacdo em ambientes de alta
temperatura, melhorar a digestibilidade de nutrientes e, consequentemente, obter maior
desempenho leiteiro ou eficiéncia alimentar (DESNOYERS et al., 2009; MOALLEM et al.,
2009; SALVATI et al., 2015).

2.3 Mecanismos de acao dos probioticos

Os modos de agéo dos probioticos ainda ndo séo totalmente elucidados, embora varios
mecanismos possiveis tenham sido propostos. Microrganismos com acdo intestinal podem
modificar a microbiota do trato digestivo inferior, visto que algumas bactérias produzem
bacteriocinas (LINDGREN; DOBROGOSZ, 1990; OH; KIM; WOROBO, 2000; SYNGAI et
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al., 2016) e competem com patdgenos pelos locais de aderéncia na superficie intestinal, o que
as torna capaz de prevenir a aderéncia ou ativagdo desses patdgenos e, assim, facilitam sua
remocao (GILL, 2003). Os probidticos podem ainda influenciar a permeabilidade do intestino
e modular a funcdo imunoldgica (HOLZAPFEL et al., 1998; PUNIYA et al., 2015).

O principal mecanismo de acdo relatado ¢ chamado de exclusdo competitiva, que se
refere a capacidade dos microrganismos probidticos de bloquear ou reduzir o crescimento de
bactérias patogénicas. Este bloqueio pode ocorrer com a alteracdo do pH intestinal, com
producdo de acidos organicos, como o acido acético e o acido latico, criando um ambiente
improprio para potenciais patdgenos (BROWN, 2011; BERMUDEZ-BRITO et al., 2012;
GOUDARZI et al., 2014).

Outros modos de a¢do incluem o bloqueio de sitios de ativacdo, quando as bactérias sao
estabelecidas no intestino se ligam a superficie do epitélio intestinal, impedindo a ligacdo de
patégenos oportunistas (FULLER, 1989; COLLINS; GIBSON, 1999; KREHBIEL et al., 2003;
GOUDARZI et al., 2014); a competicdo com patdgenos por nutrientes e fontes de energia para
proliferacdo (BROWN, 2011); producdo de substancias seletivas no intestino, como arginina,
glutamina, acidos graxos de cadeia curta e acidos linoleicos conjugados (BERMUDEZ-BRITO
etal., 2012; HEMAISWARYA et al., 2013).

Probidticos ainda podem melhorar a funcdo e a manutencao de barreira intestinal, que é
essencial para a satde do hospedeiro. Danos na integriade da barreira podem resultar em varias
doencas intestinais e infec¢bes por patdgenos e ainda podem levar a uma exposicdo das células
do sistema imunoldgico da mucosa ao conteudo do limen, como antigenos da microflora
intestinal, ocasionando uma resposta imune irregular (O’FLAHERTY; KLAENHAMMER,
2010). Em condicdes fisiol6gicas normais, a funcdo da barreira intestinal € mantida por diversos
fatores que estdo inter-relacionados, incluindo secrecdo de muco, cloreto e secrecdo de agua, e
ligacdo de células epiteliais (NG et al., 2009).

Existem dois mecanismos pelos quais se pode melhorar a funcao da barreira intestinal,
atraveés da secrecdo de muco e da expressdo de genes envolvidos na sinalizagdo de juncéo de
oclusdo. O muco é composto de mucinas intestinais (MUC 2 e MUC 3) que sdo secretadas pelas
células caliciformes do epitélio, que irdo fornecer protecéo contra patégenos, enzimas, toxinas,
desidratacdo e abrasdo. Lactobacillus plantarum 299v e Lactobacillus rhamnosus GG
mostraram regular positivamente a producdo de mucinas intestinais que inibem a aderéncia da
bactéria enteropatogénica Escherichia coli O157:H7 as células epiteliais do intestino. Alguns
probioticos, como os lactobacilos, modulam a regulacdo de varios genes que codificam

proteinas de juncdo de oclusédo (SYNGAI et al., 2016).
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A capacidade de modular a funcdo imunoldgica é outro mecanismo que garante a
melhora na satde do hospedeiro. Apds a administracdo do probidtico, eles sdo absorvidos pelas
células epiteliais intestinais via transcitose e sdo engolfados por macrofagos ou células
dendriticas, que eventualmente desencadeiam uma resposta imune (DICKS; BOTES, 2010).
Potenciais patégenos podem ser eliminados ap6s a exposicao aos probidticos (YIRGA, 2015).
Segundo Elghandour et al. (2015) diversas cepas de LAB sdo capazes de ativar macrofagos
para a producdo de citocinas que estimulam a resposta imune.

Os probidticos podem se enquadrar em duas categorias principais: aqueles que sao
imunoestimulatérios, caracterizados por sua capacidade de induzir interleucina-12 (IL-12) e,
portanto, aumentar a defesa do hospedeiro atraves do aumento da atividade das células NK e
vias Thl, e aqueles que sao imunorregulatdrios caracterizados pela capacidade de induzir
interleucina-10 (IL-10) e a via reguladora de células T. Em geral, os lactobacilos sé&o
imunoestimuladores, enquanto os bifidobactérias imunorreguladores (YAQOOB, 2014).

Além dos potenciais efeitos benéficos sobre o trato digestivo pds-ruminal, certos
probidticos ainda sdo capazes de promover beneficios no rimen. Bactérias produtoras de &cido
latico, como as dos géneros Lactobacillus e Enterococcus, podem afetar positivamente o rimen
pelo estimulo de bactérias utilizadoras de &cido latico evitando a acidose ruminal em vacas
leiteiras (NOCEK et al., 2002). As leveduras (Saccharomyces cerevisiae), que sdo 0sS
probidticos mais extensivamente utilizados na alimentacdo de vacas leiteiras, também sédo
capazes de prevenir o excesso de acido latico no ramen, pelo estimulo de bactérias utilizadoras
de lactato, estabilizando o pH, além de alterar os produtos da fermentacdo ruminal, estimular
microrganismos degradarores de fibra e melhorar a digestibilidade (PINLOCHE et al. 2013).
As bactérias que utilizam o lactato foram propostas como probidticos por serem capazes de

diminuir as concentracdes de lactato e, portanto, conseguem estabilizar o pH ruminal.

2.4 Bactérias acido-laticas

Alguns produtos probioticos contem bactérias acido-laticas, como Lactobacillus sp,
Bifidobacterium sp, Enterococcus sp, Streptococcus sp e Pediococcus sp (MCALLISTER et
al., 2011; KLEIN et al., 1998). Os géneros Lactobacillus e Enterococcus sdo constituintes da
microbiota no trato gastrointestinal normal de humanos e animais (FISHER; PHILLIP, 2009).
As BAL sdo bactérias anaerobias, ndo-formadoras de esporos, tolerantes a &cidos e que
produzem os acidos latico, principalmente, e acético como produto final da fermentacdo de

acucares. As bifidobactérias produzem os &cidos acético e latico na proporcao de 3:2 e, por isso,
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podem ser mais efetivas no controle de patdgenos gram-negativos no trato gastrointestinal em
comparacdo com lactobacilos (DICKS; BOTES, 2010).

Em uma anélise da composi¢do da comunidade bacteriana fecal de bezerros, Uyeno,
Sekiguchi e Kamagata (2010) detectaram Lactobacillus, Enterococcus e Bifidobacterium,
porém as populagdes diminuiram conforme a idade e esses grupos ndo foram mais detectados
nas amostras dos animais com 3 meses de idade, isto provavelmente ocorre devido ao
desenvolvimento fisiol6gico do trato gastrointestinal e & composicao da dieta (BUNESOVA et
al., 2015). Portanto as bifidobactérias sdo capazes de passar pelo TGI de bezerros, porém para
alcancar um efeito probidtico seria necessaria a administracdo de doses frequentes para
favorecer o estabelecimento desses microrganismos em animais em sistema de producgéo

intensivo.

2.4.1 Resposta animal a suplementacdo com bactérias acido-laticas

Krehbiel et al. (2003) sumarizaram cinco experimentos, publicados como resumos, em
que foram utilizados probidticos bacterianos, contendo bactérias acido-laticas ou combinacdes
contendo uma mistura de bactérias e leveduras, na alimentacdo de vacas leiteiras em lactagéo,
para avaliar o consumo e desempenho leiteiro. Foi possivel observar que o aumento da
producdo de leite € uma resposta consistente, enquanto que os resultados na composi¢do do
leite e no consumo de matéria seca (CMS) variam. Gomez-Basauri, Ondarza e Siciliano-Jones
(2001) avaliaram o efeito de um suplemento contendo L. acidophilus, L. casei, Enterococcus
(Streptococcus) faecium (bactéria latica total = 10° UFC/g) e mananoligossacarideo (Bio-Mos,
Alltech, Inc, Nicholasville, KY) em vacas leiteiras em lactacdo (39,2 kg/d e 154 DEL). Vacas
alimentadas com bactérias acido-laticas e mananoligossacarideo consumiram 0,42 kg/d (P <
0,03) a menos de matéria seca (MS) e produziram mais leite (39,57 vs. 38,84 kg/d; P < 0,06)
comparado ao grupo Controle. Estes resultados sugerem que suplementar probioticos
bacterianos em combinacdo com mananoligossacarideo pode ser eficaz para aumentar o
desempenho de vacas em lactagéo.

Oetzel et al. (2007) realizaram um experimento em fazenda comercial para avaliar o
desempenho de vacas leiteiras nos periodos pré- e pos-parto. Os tratamentos foram placebo ou
probidtico (Probios TC, Chr. Hansen, Milwaukee, WI) contendo Enterococccus faecium (5 x
10° UFC) + Saccharomyces cerevisiae (5 x 10° UFC) administrados a vacas com 10 dias antes
do parto até 23 dias apds o parto. Ndo observaram nenhum efeito significativo do probiético
sobre a produgdo média e maxima de leite, o pico de lactacdo, os componentes do leite e sobre

o CMS. Foram observadas diferencas apenas quando foram avaliadas vacas de primeira e
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segunda ou maior lactacdo. O percentual de gordura no leite foi maior (P < 0,10) para as vacas
de primeira lactacdo que receberam o produto e o percentual de proteina do leite foi maior para
vacas de segunda ou maior lactacdo (P < 0,03). No entanto, Nocek et al. (2003) realizaram um
estudo com 64 vacas holandesas multiparas usando a mesma combinagdo de probioticos
oferecidos a partir de 3 semanas antes do parto até 10 semanas apds o parto e observaram um
aumento do consumo de matéria seca, aumento da producdo de leite e de proteina no leite
durante os primeiros 21 dias de lactacao.

Nocek e Kautz (2006) avaliaram o efeito de um probidtico em dietas para vacas leiteiras
durante o periodo de transicdo (21 + 3 d antes da data prevista de parto até 10 semanas pos-
parto). Foram utilizadas quarenta e quatro vacas holandesas que foram alocadas aos tratamentos
controle (sem suplementacdo) ou 2 g de probidtico/vaca/d (Probios TC, Chr. Hansen,
Milwaukee, WI), contendo 2 x 10° UFC de levedura e 5 x 10° UFC de Enterococcus faecium
em ambos periodos. O CMS de vacas suplementadas com o probiético tendeu a ser 1,0 kg/d
maior durante o pré-parto (P < 0,10). No pds-parto as vacas suplementadas com probi6tico
consumiram 2,7 kg/d de MS a mais (P < 0,01) e a producéo de leite foi maior para as vacas que
receberam probi6tico em comparagdo com as vacas controle (39,2 kg/d vs. 36,9 kg/d; P <0,01).
O teor de gordura do leite foi menor para as vacas que receberam probiético em comparacao
com o controle (4,44 vs. 4,76 %; P <0,01), enquanto que a producdo de gordura ndo foi afetada.
N&o houve efeito do tratamento sobre o teor de proteina do leite, entretanto a producdo de
proteina foi numericamente maior para as vacas que receberam probiotico (1,20 vs. 1,14; P >
0,10. Ndo houve efeito de tratamento sobre a CCS ou N-ureico do leite. As vacas suplementadas
com probi6tico apresentaram maior teor de lactose no leite em comparacdo com o controle
(4,65 vs. 4,59 %; P < 0,05). N&o houve efeito de tratamento sobre o PV ou escore de condicao
corporal no pré- e no p6s-parto. Durante o periodo pré-parto, a glicose no sangue foi semelhante
entre os tratamentos, da mesma forma que 1 dia pos-parto, também ndo houve diferencas
significativas. No entanto, no d 7 as vacas que receberam o probi6tico apresentaram maior
glicose (P < 0,05), comparado ao grupo controle. O aumento da glicose no sangue foi seguido
pelo aumento da concentracdo de lactose no leite e da producdo de leite.

A suplementagdo com Enterococcus faecium, utilizada individualmente ou em
combinagéo com levedura foi avaliada em bovinos de corte em comparagéo a um grupo controle
(BEAUCHEMIN et al., 2003). Foram utilizados oito novilhos canulados. As bactérias (E.
faecium EF212) e leveduras foram misturadas com carbonato de calcio para fornecer 6 x 10°
UFC de bactérias/g (6 x 10° UFC/d) e 6 x 102 UFC de levedura/g (6 x 10° UFC/d) fornecidas

uma vez por dia no momento da alimentacéo (10 g/d/novilho). O CMS e o ganho médio diario
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ndo foram afetados pelo tratamento. Os novilhos que receberam apenas E. faecium
apresentaram maior PV comparado ao controle (525 vs. 519 kg; P < 0,05). O pH minimo foi
menor para 0s novilhos que receberam E. faecium do que no controle (5,03 vs. 5,15; P < 0,05),
entretanto a média nao diferiu estatisticamente. A concentracao de propionato foi maior (33,1
vs. 25,4 mol/100 mol; P < 0,05) e a concentracdo de butirato tendeu a ser menor para os novilhos
suplementados com E. faecium (13,1 vs. 16,1 mol/100 mol; P < 0,10). Enquanto que a
combinacdo E. faecium + levedura teve menor concentracdo de isobutirato (0,90 vs. 1,04
mol/100 mol; P < 0,05) comparado ao controle. O tratamento ndo influenciou a digestibilidade
da MS ou do amido. No entanto, a utilizacdo de Enterococcus faecium tendeu (P < 0,10) a
diminuir a digestibilidade da matéria organica (MO) no trato total e a digestao intestinal da fibra
em detergente neutro (FDN). Os autores sugeriram que a menor digestdo da fibra por novilhos
suplementados com E. faecium pode estar associada ao menor pH ruminal observado.

Raeth-Knight et al. (2007) realizaram um experimento com inicialmente trinta e nove
vacas holandesas multiparas e 18 primiparas lactantes. Posteriormente duas vacas foram
removidas do tratamento 1; uma vaca por causa de mastite severa e uma por morte. Uma vaca
foi removida do tratamento 2 devido a mastite severa e uma foi removida do controle por morte,
porém 0s autores ndo associaram aos tratamentos. As vacas foram alocadas a 1 dos 3
tratamentos: 1) 1 x 10° UFC/d de L. acidophilus cepa LA747 e 2 x 10° UFC/d de P.
freudenreichii cepa PF24; 2) 1 x 10° UFC/d de L. acidophilus cepa LA747, 2 x 10° UFC/d de
P. freudenreichii cepa PF24 e 5 x 108 UFC/d de L. acidophilus cepa LA45; ou 3) lactose
(controle). Os tratamentos foram preparados misturando 45 g de milho finamente moido com 5
g do produto probidtico (Nutrition Physiology Corp., Indianapolis, IN) ou lactose. Os
tratamentos foram armazenados a -30 °C até o fornecimento e foram administrados 1 x/d por
84 d. Foram avaliados o desempenho na lactacdo, a digestibilidade dos nutrientes e a
fermentacdo ruminal. Ndo foram observados resultados benéficos sobre a producdo e a
composicdo do leite ou sobre 0 CMS. Também n&o teve efeito significativo sobre o pH, a
proporcao molar de acidos graxos volateis (AGV) e a concentracdo de amoénia no rimen. As
digestibilidades aparentes da MS, FDN, PB e amido foram semelhantes entre os tratamentos,
ndo tendo resposta a suplementacdo dos probidticos.

Ghorbani et al. (2002) realizaram um experimento com suplementacéo de probioticos
bacterianos com seis novilhos canulados no rumen (média de 670 kg de peso vivo), confinados
em dieta de alto grdo a base de cevada, em delineamento quadrado latino 3 x 3 replicado. A
duracédo de cada periodo foi de 3 semanas, com uma adaptacdo de 2 semanas e um periodo de

mensuracdo de 1 semana. Os novilhos receberam um dos seguintes tratamentos: 1) controle, 2)
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Propionibacterium P15 (P15), e 3) Propionibacterium P15 + Enterococcus faecium EF212
(PE). Os tratamentos bacterianos (10° UFC/g) e controle (concentrado proteico), foram
fornecidos como top-dress uma vez por dia no momento da alimentagdo (10 g/boi/d). O
consumo de matéria seca e o pH ruminal, que foi medido por eletrodo (média, minima, horas e
area de pH < 5,8 ou < 5,5) ndo foram afetados pelo tratamento (P > 0,05). A contagem total de
protozoarios para os novilhos alimentados com Propionibacterium foi significativamente maior
e 0 numero de bactérias amiloliticas foi menor (P < 0,05) daqueles alimentados com
Propionibacterium + E. faecium ou Controle. Os numeros mais altos de protozoarios também
podem ter contribuido para o aumento da concentracdo de butirato observados em novilhos
alimentados com Propionibacterium comparado aos do grupo Controle (14,06 vs. 13,02 %; P
< 0,05), uma vez que protozoarios tendem a aumentar as proporcdes de butirato
(KLOPFENSTEIN; PURSER; TYZNIK, 1966). Entretanto, 0 mecanismo pelo qual probidticos
podem estimular o nimero de protozoarios no rimen ainda ndo estd claro. O aumento da
populacédo de protozoarios aparentemente resultou na diminuicao na populacdo de bactérias que
utilizam amido. Os protozoarios demonstram atividade predatdria contra bactérias do ramen.
Além disso, os protozoarios englobam as particulas de amido juntamente com a populagédo
bacteriana associada, o que limita o substrato para as bactérias que o utilizam e o nimero de

bactérias amiloliticas no contetido ruminal.

2.4.2 Producao de bacteriocinas

Cotter et al. (2005) observaram que muitas bactérias acido laticas produzem peptideos
inibidores que incluem, principalmente, lantibioticos (classe 1), que sdo antibioticos contendo
lantionina, bacteriocinas peptidicas (classe 11) e bacteriolisinas (classe I11). Bacteriocinas sdo
peptideos antimicrobianos de baixo peso molecular que podem ter espectro de acdo amplo ou
restrito. Bacteriocinas produzidas por LAB podem variar de espectro, mas geralmente, a
atividade é contra espécies gram-positivas. A atividade contra gram-negativas foi demonstrada,
mas ocorre apenas em situagdes em que a integridade da membrana externa foi comprometida.
Bacteriocinas produzidas por LAB incluem lactacina B de L. acidophilus, plantaricina de L.
plantarum e nisina de Lactococcus lactis, que apresentam efeito inibitdrio sobre a producédo de
amonia por algumas bactérias. Lactobacillus reuteri produzem a reuterina, que possui atividade
de amplo espectro contra uma variedade de patdgenos, incluindo bactérias, fungos, protozoarios
e virus, e pode ser diferencialmente expressa por diversas cepas (BROWN, 2011). Holzapfel et
al. (1995) ainda sugeriram que LAB produzem perdxido de hidrogénio, o que efetivamente

inibe S. aureus e Pseudomonas spp. Os mecanismos comuns de destruicdo de células alvo por
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bacteriocinas incluem a formacdo de poros, possibilitando a perda de componentes
citoplasmaticos e/ou a inibicdo da sintese de parede celular (BERMUDEZ-BRITO et al., 2012).

2.4.3 Resposta imune a suplementacdo com bactérias acido-laticas

A administracdo de probidticos pode modular a imunidade inata e adaptativa. Gill et al.
(2000) avaliaram o efeito da suplementacdo de Lactobacillus rhamnosus (HNOO1),
Lactobacillus acidophilus (HNO17) e Bifidobacterium lactis (HN019), comparado a um grupo
controle, em camundongos saudaveis. A suplementacéo dos probioticos foi capaz de aumentar
indicadores de imunidade inata e adquirida, aumentando significativemente a atividade
fagocitica de leucocitos e macréfagos e as respostas de anticorpos séricos a antigenos
administrados via oral (toxina da cllera) ou sistemicamente (vacina contra tétano) em
camundongos saudaveis. Portanto, o uso de probidticos pode facilitar e aumentar a duracéo das
vacinas, o que torna plausivel dizer que melhora a resposta imune, porém podem ocorrer
resultados controversos, ja que as respostas imunes as vacinas podem ser afetadas por outros
fatores, principalmente em animais de rebanho, que sdo expostos a variaveis ndo controladas,
como, por exemplo, infeccBes subclinicas.

Perdigon et al. (1999) estudaram o efeito de BAL sobre as células imunes associadas a
mucosa em camundongos utilizando diversas cepas bacterianas (L. casei CRL 431, L.
acidophilus CRL 924, L. plantarum CRL 936, L. delbrueckii ssp. bulgaricus CRL 423, L.
rhamnosus CRL 74, L. lactis CRL 526 e S. salivarius ssp. thermophilus CRL 412) fornecidas
por 2, 5 ou 7 d consecutivos a uma dose de 10° células/d. Os autores relataram que o BAL pode
interagir em diferentes niveis no intestino delgado, estimulando a imunidade da mucosa e
aumentando a producdo de anticorpos, porém os efeitos sdo dependente da cepa e da dose.
Portanto, a imunoestimulacdo da mucosa pela BAL ndo € semelhante para todas as espécies
bacterianas.

Em um estudo realizado por Elam et al. (2003) foram utilizados 240 bovinos (peso vivo
inicial = 332,8 kg) para determinar os efeitos de Lactobacillus acidophilus (LA) +
Propionibacterium freudenreichii (PF) sobre o desempenho e carcacga, caracteristicas
intestinais, concentracdes sericas de IgA e a prevaléncia de Escherichia coli O157. Os animais
foram divididos em 12 baias de 20 animais, foi feito um delineamento de blocos inteiramento
casualisados e os tratamentos foram: 1) controle apenas com lactose (CON); 2) 1 x 10° unidades
formadoras de col6nia (UFC) de LA NP51 + 1 x 106 UFC de LA NP45 + 1 x 10° UFC de NP24
de PF/animal/dia (LA45-51H); 3) 1 x 10° UFC de LA NP51 + 1 x 10° UFC de NP24 de
PF/animal/dia (LA51); e 4) 1 x 108 UFC de LA NP51 + 1 x 10° UFC de LA NP45 + 1 x 10°
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UFC de PF NP24/animal/dia (LA45-51L). Os tratamentos eram armazenados em freezer e,
posteriormente, reconstituido em agua destilada e entdo era misturado a dieta. No abate,
amostras de tecido intestinal de diferentes partes do ileo foram obtidas de um animal
selecionado aleatoriamente de cada baia. A espessura da lamina prépria foi medida no nivel das
criptas e areas glandulares intermediarias. Estes mesmos animais selecionados também foram
utilizados para a medic&o das concentracdes séricas de IgA. Amostras de fezes foram coletadas
de cada novilho 7 d antes do abate e imediatamente antes do transporte para o abatedouro para
determinar a prevaléncia de E. coli O157. Nenhuma diferenca (P > 0,10) foi detectada para
dados de desempenho e carcaga. A porcentagem de novilhos que tiveram E. coli 0157, 7 d
antes e no dia do embarque para o abate, diferiu (P < 0,10) entre os tratamentos. Os resultados
indicaram que os novilhos LA51 apresentaram menor (P < 0,10) prevaléncia de E. coli 0157
que os novilhos CON e LA45-51L. Segundo os autores essa reducdo de E. coli O157 pode ser
associada a acao antimicrobiana dos Lactobacillus. Ndo houve diferencas entre os tratamentos
para as concentracOes séricas de IgA e para as medidas da ldmina prépria retiradas das secgdes
ileais mais proximas do jejuno. No entanto, os novilhos tratados com LA45-51H e LA51
tenderam ter uma lamina propria mais fina que os novilhos no tratamento CON (P = 0,08).
Além disso, o contraste para CON vs. a média dos outros tratamentos demonstrou que 0s
novilhos que receberam alguma forma de probidtico tinham uma lamina prépria mais fina (P =
0,03). Segundo os autores, uma lamina propria mais fina pode resultar em uma absor¢do de
nutrientes mais eficiente e, assim, o desempenho pode ser melhorado. Adicionalmente com a
reducdo da E. coli 0157, ocorre uma diminui¢do no gasto de energia para regeneracdo do tecido
gastrointestinal danificado como resultado da inflamacéo induzida pelo patégeno. Contudo,
nesse estudo as culturas vivas de LA e PF ndo afetaram de forma efetiva o desempenho em
confinamento.

Daudelin et al. (2011) realizaram um estudo com probiotico contendo P. acidilactici, S.
cerevisiae boulardii ou uma combinacdo de ambos para suinos e foi feito um desafio com o
patogeno Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC). A infeccdo por ETEC causa diarreia em
leitdes no pos-desmame. A suplementacdo da combinacdo de P. acidilactici e S. cerevisiae
durante o desafio ETEC resultou em um aumento de IL-6 no tecido ileal quando comparado
com suinos do grupo controle. A suplementacdo com apenas P. acidilactici também indicou
uma tendéncia para aumentar as concentracdes de 1L-6 em comparag¢do com 0s suinos do grupo
controle. Ocorreu ainda uma tendéncia de aumento da expressdo de TNF-alfa em suinos
suplementados com a combinacgéo de P. acidilactici e S. cerevisiae e aumento da expressao de

IL-12 ¢ do peptideo antimicrobiano B-defensina com P. acidilactici quando comparado com o
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controle, entretanto ndo houve efeito do tratamento no interferon-gamma, 1L-10 ou IL-8.
Portanto, P. acidilactici pode ser utilizado para melhorar a salde intestinal e reduzir o uso de

antibioticos devido seu potencial para modular as fun¢des imunes intestinais em leitdes.

2.5 Bactérias do género Bacillus

Bacillus sdo bactérias gram-positivas, aer6bias ou anaerdbias facultativas e sdo as
principais bactérias formadoras de esporos utilizadas como probidtico. De todas as espécies de
Bacillus apenas algumas sao utilizadas como probioticos em humanos e animais, incluindo B.
coagulans, B. clausii, B. cereus, B. subtilis e B. licheniformis (CUTTING 2011; FIJAN 2014).

Produtos com bactérias capazes de formar esporos permitem o armazenamento por
longo prazo sem ocorrer perda de viabilidade, em comparacdo com aqueles que contém
bactérias ndo-formadoras de esporos. Além disso, 0s esporos sdo resistentes ao calor e ao frio,
apresentando alta estabilidade no processamento de alimentos e sdo capazes de sobreviver ao
baixo pH da barreira gastrica e alcancam o intestino delgado para exercer suas propriedades
probidticas (CUTTING, 2011; SANDERS et al., 2003).

Os mecanismos de acdo ainda sdo desconhecidos, mas acredita-se que a 0s esporos das
bactérias tornam-se ativos no trato gastrointestinal do hospedeiro, proliferam e colonizam o
intestino (SANDERS et al., 2003; HONG et al., 2005).

2.5.1 Resposta animal a suplementacdo com Bacillus

Bacillus subtilis € um microrganismo transitério do trato digestivo e ndo patogénico. A
populacdo de Bacillus subtilis no trato digestivo € reduzida apds o término da suplementacédo
(SANDERS et al., 2003), por esta razdo, a suplementacéo dietética de Bacillus subtilis deve ser
realizada diariamente. Souza et al. (2017) realizaram dois experimentos para avaliar a
suplementacdo de vacas leiteiras com esporos viaveis de Bacillus subtilis. No experimento 1
foram utilizadas dezoito vacas holandesas, com 246 + 75 dias em lactagcdo (DEL), 29,7 + 5,8
kg/d de producédo de leite e com contagem de células somaticas (CCS) abaixo de 100.000
células/mL no inicio do experimento. As vacas foram blocadas com base na paridade e na
producdo de leite e foram distribuidas em uma sequéncia de dois tratamentos em delineamento
crossover, com periodos de 39 dias. Os tratamentos foram 0,3 g/d de esporos viaveis de Bacillus
subtilis (cepa C-3102; Calpis Co. Ltd., Toquio, Japdo) em carbonato de célcio, para
proporcionar um consumo diario de 3,0 x 10° UFC, ou Placebo (carbonato de célcio). As
capsulas de gelatina foram preenchidas com os tratamentos para a dosagem oral diaria de cada

vaca apés a ordenha matinal. A suplementacdo de Bacillus subtilis ndo teve efeito detectavel
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sobre a ingestdo, a producdo de leite e seus componentes e a eficiéncia alimentar. Também néo
houve diferenca na atividade mastigatoria e na digestibilidade aparente do trato total dos
nutrientes. O experimento 2 foi realizado em uma fazenda leiteira comercial. O rebanho foi
escolhido para representar um cenario de alta CCS. Trinta vacas holandesas com 161 + 72 DEL
no inicio do experimento foram blocadas com base na CCS e producdo de leite e foram
aleatoriamente alocadas a um dos dois tratamentos do experimento 1 durante 16 semanas. Nesse
experimento a dose diaria de cada tratamento foi misturada com milho moido e oferecida como
top-dress pela manha. A média de CCS foi de 716.000 células/mL para o tratamento Bacillus
subtilis e 734.000 células/mL para Placebo, e a producdo de leite foi de 29,6 e 29,9 kg/d,
respectivamente. Nesse segundo experimento, a suplementacéo de vacas leiteiras com esporos
de Bacillus subtilis aumentou a producéo de leite, proteina e sélidos totais (P < 0,05). A resposta
positiva da producéo de leite foi detectada apos 5 semanas de suplementacéo e foi consistente
da semana 7 a 16. O probidtico aumentou a secrecdo de energia do leite (P = 0,02), mas ndo
teve efeito sobre a producdo de gordura e lactose (P > 0,35) e tendeu a reduzir a concentracéo
de N-ureico no leite (P = 0,06). O tratamento ndo alterou a CCS do leite em nenhum dos
experimentos, assim como o peso vivo e ECC.

Sun, Wang e Deng (2013) investigaram o efeito do Bacillus subtilis natto (10 g/dia
contendo 0,5 x 10! UFC ou 20 g/d contendo 1 x 10* UFC) sobre o desempenho de vacas
leiteiras no inicio da lactacdo. Houve um aumento linear da producdo de leite para as vacas
suplementadas com B. subtilis (25,2 e 26,4 vs. 23,0 kg/d do grupo Controle), leite corrigido
para 4 % de gordura, leite corrigido para energia, producédo de gordura, de proteina e de lactose
e uma reducdo da CCS no leite (5,06 e 4,95 vs. 5,24 logio/mL) para 0os grupos tratados em
comparagdo com o grupo Controle.

Em outro estudo, vacas em lactacdo foram suplementadas com B. licheniformis e B.
subtilis separadamente (QIAO et al., 2010). As culturas continham 2 x 10° células vivas/g e as
vacas nos grupos de tratamento receberam 100 g de cultura de Bacillus na forma de top-dress
duas vezes ao dia. As vacas suplementadas com B. licheniformis aumentaram a producéo de
leite corrigido para 4 % de gordura (26,9 kg/d), quando comparadas com as vacas que
receberam B. subtilis (24,2 kg/d) e controle (24,8 kg/d). A suplementagdo com B. licheniformis
aumentou o teor de proteina no leite (3,09 %) comparado ao grupo controle (2,90 %) e ao que
recebeu B. subtilis (2,93 %). Aléem disso, a eficiéncia alimentar foi aumentada (P < 0,05) pelo
B. licheniformis e nenhum dos tratamentos afetou o0 CMS e o PV. A suplementacdo com B.
licheniformis aumentou a digestibilidade aparente do ramen da MO e FDN, a passagem de N-

microbiano para o duodeno e o N-microbiano como propor¢do do N-ingerido (P < 0,05)
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comparado aos grupos controle e B. subtilis. N&do foram observados efeitos da suplementagéo
com Bacillus subtilis sobre a degradabilidade ruminal e producdo microbiana em vacas
canuladas.

Por outro lado, em estudo com bezerros a administracdo de um probiético contendo duas
espécies de Bacillus ndo promoveu efeitos benéficos sobre o desempenho. Riddell et al. (2010)
ndo observaram ganho em crescimento e parametros de satde de bezerros jovens alimentados
com B. subtilis e B. lichenformis (10° UFC/d) adicionado ao sucedaneo lacteo e suplementados
com um concentrado inicial contendo 108 UFC/g de concentrado. Neste trabalho foi sugerido
que os probidticos sdo mais eficazes durante os periodos de estresse. Assim, é possivel que a
falta de efeitos benéficos possa ser devido a falta de estresse imposto aos bezerros nesse estudo,
pois os bezerros foram alojados em um ambiente de temperatura controlada e somente a

mudanca na dieta ndo causou estresse suficiente para a acao do probidtico.

2.5.2 Resposta imune a suplementagdo com Bacillus

Novak et al. (2012) realizaram um experimento para avaliar o efeito de um produto
probidtico contendo uma mistura de cepas de B. subtilis, administrado a bezerros através de
uma infusdo oral de eletrdlitos, sobre o sistema imune de bezerros leiteiros e concluiram que as
espécies de Bacillus controlam patdgenos e melhoram a funcdo imunoldgica. Os bezerros
foram alocados aos tratamentos com base na presenca de diarreia, incluindo um grupo controle
de bezerros sem diarreia que ndo foram tratados, com 3 a 10 dias de idade no dia 0. Os
tratamentos foram: controle, eletrolito (Blue Ribbon, Merrick's, Inc., Union Center, WI), e
eletrolito + B. subtilis (3 x 10° UFC/dose). Durante todo o estudo, foram 13 bezerros no
controle, 26 bezerros no Eletrolito e 26 bezerros tratados com Eletrélito + B. subtilis. Oito
bezerros foram amostrados por tratamento em cada dia de amostragem. Foram mensurados
anticorpos monoclonais especificos para leucocitos bovinos usados para definir a expressdo de
moléculas de superficie celular e populacdes diferenciais de leucdcitos por andlise citométrica
de fluxo e a concentracdo de alfa-1-glicoproteina acida (AGP), que ¢ um marcador de fase
aguda. As concentracfes séricas de AGP foram maiores (P < 0,05) nos bezerros tratados com
eletrolitos suplementados com Bacillus, em comparagdo aos bezerros do grupo controle e
bezerros tratados apenas com eletrolitos no dia 7, enquanto nao foram observadas diferengas na
concentragdo de AGP entre os tratamentos nos dias 3, 14, 21, 28 e 42 do periodo de comparagé&o.
O estudo indicou que a suplementacdo com Bacillus alterou os fenétipos das células imunes do
sangue periférico. A proporcao de leucécitos citotdxicos (CD4'CD8*, CD8*CD45R’) foi maior

(P < 0,05) em bezerros que receberam tratamento eletrolitico em comparagdo com 0s bezerros
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ndo tratados. No dia 21, a proporc¢do deste subconjunto citotéxico foi maior (P = 0,01) em
bezerros tratados com eletrolito com Bacillus em comparacdo com bezerros tratados com
eletrolito desprovido de Bacillus. O sangue periférico de bezerros tratados com eletrolitos
desprovidos de Bacillus apresentou uma maior (P < 0,05) proporcéo de linfocitos citotoxicos
de memoéria (CD8'CD45R0O") que os ndo tratados. Além disso, a proporcao de linfocitos de
memodria exclusiva da populacdo de células T citotoxicas (CD8" CD45R0O™) foi maior (P < 0,05)
em bezerros que receberam eletrolitos contendo Bacillus em comparagdo com bezerros sem
escovacdo e bezerros receberam apenas eletrolitos. Os bezerros tratados com eletrélitos
contendo Bacillus tiveram uma proporcao maior (P < 0,05) de células que expressam o receptor
de interleucina-2 (IL-2R; CD8CD25") no sangue periférico em comparacdo com bezerros dos
outros tratamentos. Segundo os autores as populacdes de células CD8" bovinas podem
aumentar devido a um desafio. Nesse estudo, a causa da diarréia ndo foi determinada, no
entanto, concluiu-se que células CD8" estdo associadas a diarreia, como evidenciado pelo
aumento no grupo tratado. O aumento da incidéncia de células que expressam IL-2R (CD8"
CD25%) em bezerros suplementados com eletrélitos contendo Bacillus também implica ativacdo
e desenvolvimento de células imunoldgicas. Portanto o tratamento de diarreia dos bezerros com
eletrdlito suplementado com Bacillus pode fornecer beneficios adicionais além do efeito
terapéutico, uma vez que também pode melhorar o desenvolvimento imunolégico, conforme

evidenciado pelo aumento dos elementos do sistema imune.

2.6 Leveduras

Leveduras sdo fungos unicelulares que se reproduzem assexuadamente por brotamento
ou fissdo. Sdo organismos normalmente aerdbios, mas podem sobreviver na auséncia de
oxigénio e podem ser encontradas no fluido ruminal, no entanto, € improvavel que a levedura
seja capaz de proliferar nesse ambiente. A temperatura no rimen, em torno de 39°C, € mais alta
que a temperatura 6tima para crescimento de leveduras, que é de 25°C. As leveduras, portanto,
sdo consideradas habitantes transitorios da microbiota do rimen e, para que ocorram efeitos de
células de leveduras vivas em ruminantes, o fornecimento deve ser em quantidade suficiente
fornecida continuamente (LUND, 1974).

Os produtos comercializados mais comuns para ruminantes sdo as preparacdes de
levedura viva (Saccharomyces cerevisiae) (CHAUCHEYRAS-DURAND; DURAND, 2010).
Os produtos de levedura seca sdo fabricados de maneira a manter um namero especifico de
células vivas (> 1,0 x 10* UFC/g de MS; CHAUCHEYRAS-DURAND et al., 2008;
ALZAHAL et al., 2014; MALEKKHAHI et al., 2016). A levedura é seca para preservar a
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viabilidade celular e a atividade metabdlica (CHAUCHEYRAS-DURAND et al., 2008). Outro
aditivo a base de leveduras para alimentacdo de ruminantes é a cultura de levedura, que consiste
em células mortas de leveduras e 0 meio de cultivo usado para seu crescimento, além de
compostos oriundos de sua atividade metabdlica, e ndo dependem da presenca de células de
levedura viva para ter acdo fisiologica (POPPY et al., 2012).

Um dos mecanismos de acdo propostos para leveduras vivas no ramen é o consumo de
oxigénio no ambiente ruminal pela prépria atividade metabdlica das células (NEWBOLD et al.,
1996) e, com menor concentracdo de oxigénio no rdmen, as condi¢cBes se tornam mais
favoraveis para atividade da microbiota celulolitica (CHAUCHEYRAS-DURAND;
WALKER; BACH, 2008). Outro mecanismo de acdo proposto para leveduras no rimen é a
estabilizacdo do pH do fluido, prevenindo o acimulo de lactato como consequéncia do estimulo
a bactérias consumidoras de lactato (MARDEN et al., 2008; PINLOCHE et al., 2013) ou pela
competicdo por agucares com microrganismos produtores de acido latico no fluido ruminal
(CHAUCHEYRAS et al., 1996), resultando em um aumento da digestibilidade da fibra que
pode ser consequéncia de pH ruminal mais estavel ou do maior nimero de bactérias fibroliticas
no rumen (WIEDMEIER; ARAMBEL; WALTERS, 1987; CHAUCHEYRAS-DURAND;
FONTY, 2001). Os efeitos positivos na digestao de fibras podem ser parcialmente responsaveis
pelo aumento do CMS, que pode ser observado com a suplementacdo de levedura (GUEDES
et al., 2008; MARDEN et al., 2008).

2.6.1 Resposta animal a suplementacdo com leveduras

Pinloche et al. (2013) avaliaram a populacdo de microrganismos ruminais em vacas
suplementadas com probidtico composto por leveduras vivas. Trés vacas canuladas no rimen
receberam um dos tratamentos: controle, 0,5 g/d ou 5 g/d de leveduras (S. cerevisiae, 10
UFC/g de MS, BIOSAF SC 47, Lesaffre Feed Additives, France). O experimento foi conduzido
em delineamento quadrado latino 3 x 3, com periodos de 21 dias. Os tratamentos foram
oferecidos sobre a TMR, uma vez ao dia. As amostras do conteudo ruminal foram coletadas em
dois dias consecutivos, 4 h apds a alimentagdo. Foram realizadas analises de biologia molecular
para classificar as populagdes microbianas no rumen. A suplementacdo com o probidtico
aumentou o pH (5,81 para controle; 5,99 para 0,5 g/dia e 6,23 para 5 g/dia; P < 0,05). Animais
que receberam a dose mais alta apresentaram maior produgéo de AGV (P <0,01), com aumento
da producéo de propionato (P < 0,01) e butirato (P < 0,05). A suplementacdo com levedura
induziu um aumento das populacdes de bactérias utilizadoras de lactato (Megasphaera e

Selenomonas) e degradadoras de fibra (Fibrobacter e Ruminococcus). Portanto, leveduras sdo
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capazes de estimular as bactérias que utilizam o lactato, estabilizando o pH ruminal e
melhorando a degradacéo das fibras, com um ambiente favoravel para bactérias fibroliticas.

Em estudos com leveduras in vivo, € mais comum serem encontrados relatos de aumento
no numero de protozoarios no fluido ruminal (PLATA et al., 1994; AL IBRAHIM et al., 2010).
Entretanto, em estudo com cultura de levedura em um sistema simulador da fermentacéo
ruminal, Newbold, Mclntosh e Wallace (1998) constataram que ocorreu uma diminui¢do da
contagem de protozoarios (3,77 x 10%/mL vs. 0,56 x 10°/mL; P < 0,001) e a contagem direta em
microscopio mostrou um aumento de 25 % das bactérias totais. A inibicdo do crescimento de
protozoarios é uma possivel explicacdo para 0 aumento da populacdo bacteriana e, este maior
namero de bactérias pode ser associado ao aumento de biomassa bacteriana sintetizada. O
aumento das populactes de bactérias no rimen € frequentemente observado apds a defaunacéo,
isto pode ocorrer como uma resposta a reducao da predacdo de bactérias por protozoarios e,
também, por ter mais substrato disponivel para o crescimento bacteriano (WILLIAMS;
COLEMAN, 1992).

Bitencourt et al. (2011) realizaram um experimento com vinte vacas holandesas (143 +
48,8 DEL), designadas para uma das duas sequéncias de tratamento em um delineamento
crossover com periodos de 28 dias. Os tratamentos foram: 1 g de levedura viva (Saccharomyces
cerevisiae cepa CNCM 1-1077; Lallemand SAS, Toulouse, Franca) em 9 g de farinha de ostra
para uma ingestdo diaria minima de 1 x 10'° UFC de levedura vaca. Havia 1,47 x 10° células
viaveis por g do produto de levedura diluido (contagem de UFC). Os tratamentos foram
oferecidos em top-dress a cada vaca na alimentacdo da manha. A suplementacéo com levedura
teve efeito positivo sobre a producdo de leite (29,4 vs. 28,5 kg/d; P = 0,11), proteina (0,939 vs.
0,908 kg/d; P = 0,05) e lactose (1,264 vs. 1,241 kg/d; P = 0,06), porém ndo teve efeito sobre a
gordura do leite (P = 0,53). Também foi observada uma tendéncia de aumento do CMS (21,4
vs. 20,7; P = 0,11) e da digestibilidade da FDN (48,1 % vs. 43,2 %; P = 0,08) com a
suplementacdo de levedura, o que levou a uma tendéncia para maior consumo de matéria
organica digestivel (14,9 vs. 14,1; P = 0,07). Segundo os autores, o desempenho positivo dos
animais suplementados foi provavelmente devido a melhor digestibilidade da fibra no trato
digestivo total, embora a identificacio dos mecanismos responsaveis pelo ganho na
digestibilidade da fibra ndo tenha sido elucidada.

Gomide (2003) realizou um experimento com novilhas fistuladas no rdmen
suplementadas com 0, 10 ou 30 g/d de levedura enzimaticamente autolisada. Foram avaliadas
a digestibilidade da MS consumida e a degradabilidade ruminal do feno de tifton, bem como a

concentragdo de AGV no fluido ruminal. O fornecimento de 30 g/d do aditivo tendeu a
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aumentar velocidade de degradacdo da fracdo B da MS e da FDN incubada no ramen. Foi
observado aumento da concentracdo de &cidos graxos de cadeia impar (C15:0 iso + C17:0 is0)
no fluido ruminal, condizente com estimulo a populacéo fibrolitica, e aumento da sintese de
proteina microbiana no ramen.

Moallem et al. (2009) avaliaram os efeitos da suplementacdo de leveduras vivas em
vacas leiteiras (114 + 54 DEL) durante o verdo. Os tratamentos foram: vacas alimentadas com
dieta controle (CTL) ou suplementadas com 1 g de levedura viva (LY; Saccharomyces
cerevisiae; Biosaf, Lesaffre Feed Additives, Lille, Franca) por 4 kg de MS consumida. A
suplementacdo de LY aumentou o CMS em 0,6 kg/d (2,5 %), a producéo de leite em 1,5 kg/d
e a eficiéncia alimentar (+ 3,7) do que no grupo controle. Ainda foi observado um aumento no
teor de lactose no grupo que recebeu LY comparado ao grupo controle (4,91 vs. 4,86 %) e a
producdo de lactose foi numericamente maior no grupo LY do que no grupo controle (1,810 vs.
1,887 g/d). No entanto, nenhum aumento na digestibilidade aparente da dieta foi demonstrado
no grupo LY.

Em outro experimento, Salvati et al. (2015) avaliaram o efeito de leveduras para vacas
leiteiras (207 £ 87 DEL) durante 10 semanas e foi obtido aumento da producéo de leite (+ 1,3
kg/d; P = 0,03) e sélidos (+ 0,14 kg/d; P = 0,05) em vacas sob estresse térmico (ITU médio
71,8) recebendo 10 g/dia de leveduras, enquanto que para o0 CMS o aumento foi apenas
numérico. A melhora no desempenho da lactacdo foi aparentemente impulsionada pelo
aumento da secrecdo de lactose (1,187 vs. 1,135 kg/d; P = 0,03). O teor de niacina plasmatica
foi aumentado (P = 0,05) e foi observada uma tendéncia (P = 0,09) para o aumento do teor de
glicose no plasma nas vacas suplementadas. Vacas que receberam levedura tiveram menor
frequéncia respiratoria do que vacas no grupo Controle e temperatura corporal similar, com
isso, pode-se dizer que a suplementacédo de levedura facilitou a dissipacdo de calor, através da
acao termorreguladora mediada pelo aumento da niacina. Foi avaliada a digestibilidade
aparente no trato total da MS, MO, FDN e MO n&o-FDN e foi coletado liquido ruminal para
mensuracdo do pH, concentracdo de AGV, lactato e contagem de protozoarios. A levedura foi
capaz de reduzir o lactato (P = 0,02) e o butirato (P = 0,05) como propor¢des dos acidos
organicos no ramen, entretanto ndo foram obtidas diferencas de digestibilidade e a
suplementacdo com levedura ndo foi capaz de aumentar o pH. Assim, o0 melhor desempenho de
vacas sob estresse térmico suplementadas com leveduras deveu-se aparentemente a maior
dissipacdo de calor e reducdo da exigéncia nutricional de mantenca, o que pode explicar o
aumento da concentragdo plasmética de glicose e a maior sintese de lactose pela glandula

mamaria, j& que o aditivo ndo induziu ganho na digestibilidade aparente de nutrientes.
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Dias et al. (2018) realizaram um estudo para avaliar o efeito da cultura de levedura morta
para vacas leiteiras (234 + 131 DEL) durante o verdo. Os tratamentos foram controle (CTL) ou
cultura de levedura (YC), sendo 15 g/vaca/d. A suplementacdo com YC reduziu o CMS (-0,9
kg/d; P = 0,04), sem afetar a producdo de leite, 0 que promoveu aumento da eficiéncia
alimentar. A YC aumentou a concentragdo plasmaética de niacina. O grupo de vacas do YC teve
a temperatura retal, temperatura da pele e a frequéncia respiratoria reduzidas, indicando que
teve uma melhora do conforto térmico, além de ter reduzido a proporcdo de vacas com
temperatura retal > 39,2°C (P < 0,05), definido como o limite para a ocorréncia de estresse
térmico (RHOADS et al., 2009). Houve uma tendéncia (P = 0,10) para vacas do grupo YC
terem menor pO2 no sangue jugular do que no CTL, provavelmente refletindo a reducéo na
frequéncia respiratoria. Contudo, o pH do sangue e o balanco acido-base ndo foram afetados

pelo tratamento (P > 0,18).

2.6.2 Resposta imune a suplementacdo com leveduras

As leveduras vivas sdo capazes de sobreviver a degradacdo ruminal e a digestdo no
abomaso e chegar ao intestino delgado (CHAUCHEYRAS-DURAND et al., 1998). A parede
celular da levedura Saccharomyces cerevisae consiste de uma camada externa de manose
associada a proteinas ou lipideos e uma camada interna composta de quitina e glucanos
(CZERUCKA; PICHE; RAMPAL, 2007; MORAN, 2004). No intestino,
mananoligossacarideos da parede celular das leveduras tém a capacidade de se ligar e carrear
microrganismos patogénicos, e glucanos e mananos estimulam a imunidade através da ativacao
do sistema imune inespecifico, estimulacdo de macrofagos, neutrofilos e células T, ativacdo de
células NK e aumento da producdo de anticorpos (MORAN, 2004). Mananos s&o os polimeros
de manose e glucanos sdo polimeros de glicose. Os glucanos sdo capazes de estimular a
imunidade em mamiferos por meio de respostas inflamatdrias devido a receptores de glucanos
presentes em macréfagos (DAWSON, 2002) e, essa ativacdo dos macrofagos, resulta em
secrec¢do de citocinas e aumento da fagocitose. Leveduras podem modular a expressdo de genes
ligados a interleucinas pré-inflamatorias, importantes no recrutamento e ativacao de células do
sistema imune em tecido epitelial intestinal de suinos (ZANELLO et al., 2011).

Além dos efeitos sobre o intestino, é provavel que a suplementacdo de levedura viva,
atuando diretamente sobre as células epiteliais ou indiretamente, através da modificacdo do
ambiente ruminal (modulando o pH), possa exercer alguns efeitos sobre o epitélio ruminal.
Bach et al. (2018) hipotetizaram que os epitélios do rimen e do célon sofrem mudancas em sua

estrutura de barreira, transporte de nutrientes, divisdo celular e integridade, e funcOes
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imunolégicas como consequéncia das diferencas no tipo de dieta quando as vacas saem do
periodo seco para a lactacao, e que essas alteraces podem ser influenciadas pela suplementacéo
de levedura viva, devido aos seus efeitos no pH ruminal e na composi¢do microbiana ruminal.
Vinte e uma vacas holandesas foram divididas em dois grupos de tratamento e receberam 300
g/d de milho contendo 3,3 g/kg (equivalente a 1 x 10° UFC/d) de levedura viva (LY;
Saccharomyces cerevisiae CNCM 1-1077; Lallemand SAS, Blagnac, Franca) ou 300 g/d de
milho sem suplementacgéo (controle) a partir de 21 dias antes do parto até 21 dias de lactacao.
O CMS nos primeiros 21 DEL foi maior (P < 0,05) nas vacas LY (18,2 + 0,77 kg/d) do que nas
vacas controle (15,7 = 0,77 kg/d), da mesma forma que a produgéo de leite foi maior (P < 0,05)
nas vacas LY (38,7 + 2,85 kg/d) do que nas vacas controle (32,7 + 2,85 kg/d). As vacas LY
tiveram maior expressao (P < 0,05) de TLR4 no epitélio ruminal antes do parto do que as vacas
do controle, que tiveram a menor expressao de TLR4 aos 21 DEL. Esses receptores sao capazes
de reconhecer microrganismos patogénicos e ndo patogénicos e modular respostas imunes do
hospedeiro através de vias pro-inflamatdrias e anti-inflamatorias. A expressdo de TNFalfa, uma
citocina pro-inflamatoria, no epitélio ruminal das vacas controle foi menor (P < 0,05) aos 21
DEL, mas nas vacas LY manteve-se estavel. Entretanto, a expressao de IL-10, uma citocina
anti-inflamatoria, no epitélio ruminal em vacas controle foi maior (P < 0,05) aos 7 DEL,
enquanto a expressdo em vacas LY foi maior antes do parto. Portanto, o0 aumento do estado de
inflamacdo nas vacas LY ocorreu durante o periodo pré-parto, enquanto nas vacas controle o
aumento ocorreu no pés-parto. Flutuaces na expressao dos genes selecionados no colon entre
os dois estagios de producdo e dois tratamentos foram muito menores do que 0s observados no
ramen, provavelmente porque a quantidade de levedura viva que chega ao colon é menor do
que a quantidade que chega ao rimen (Durand-Chaucheyras et al., 1998). N&o houve diferencas
na expressao de TLR4 na mucosa do colon entre os tratamentos ou estagios de producdo, mas
a expressdo de TLR4 na mucosa do cé6lon foi maior (P < 0,05) do que a observada no rimen, o
que sugere que o célon pode ter um papel mais importante no sistema imunoldgico
gastrointestinal comparado ao rimen. Os resultados da expressdo génica apresentados refletem
a adaptacdo ruminal ao aumento de concentrado apés o parto, incluindo o remodelamento do
epitélio e a reducdo da expressdo de TLR4, juntamente com um aumento na expressdo da IL-
10 anti-inflamatdria. A suplementacdo de levedura viva antes e ap0s 0 parto aumentou a
expressao de TLR4, IL-10 antes do parto, mas manteve a expressao de TNFalfa estavel em
comparagdo com as vacas ndo suplementadas. Essas alteragdes podem ser devidas a um efeito
direto da levedura viva ou a um efeito indireto decorrente do aumento do CMS no inicio da

lactacdo, causado pela suplementacdo de levedura viva.



35

Sabendo-se que uma resposta imune especifica contribui para o desenvolvimento de
animais saudaveis e produtivos, Spaniol et al. (2014) realizaram um experimento com 30 vacas
da raca Holandés, com média de 32 + 3,8 kg/d e 129 + 26 DEL, com um probiotico contendo
S. cerevisiae na concentragio de 2,5 x 10° UFC/g. O grupo que recebeu o probidtico apresentou
menor CCS comparado ao grupo controle e teve um aumento dos niveis de citocinas circulantes
(TNF-a, IL-4 e INF-y). Essa concentragdo aumentada de citocinas pode ser associada a um
estimulo da resposta imune. Desse modo, apesar de ndo ter afetado a producéo e composicao
do leite, a adicdo de S. cerevisiae na dieta como um probiotico para vacas leiteiras foi capaz de
reduzir a CCS apo6s 30 dias de uso, sugerindo um efeito benéfico no sistema imunoldgico de
vacas em lactacéo.

Em outro experimento, Buntyn et al. (2014) avaliaram o feito da suplementacdo de
novilhos confinados com Saccharomyces cerevisiae CNCM 1-1079 (SC) na resposta de fase
aguda a um desafio com lipopolissacarideo (LPS). Foram utilizados 18 novilhos (266 + 4 kg de
PV) divididos em 3 tratamentos: dieta padrdo (Controle); dieta padrdo suplementada com SC
(Lallemand, Inc.), sendo 0,5 g/novilho/d (SC-0,5); e dieta padrdo suplementada com 5,0
g/novilho/d de SC (SC-5,0) por 29 d. Os novilhos foram desafiados por via intravenosa com
LPS (0,5 microgramas/kg de PV) no dia 28 e foram coletadas amostras de sangue com
intervalos de 30 min de -2 a 8 horas e 24 horas ap6s o desafio. Antes do desafio, houve um
efeito do tratamento (P < 0,01) na temperatura retal, os novilhos SC-0,5 (39,50 + 0,03°C)
apresentaram temperatura retal mais alta que os novilhos do grupo Controle (39,06 + 0,04°C)
e do grupo SC-5,0 (39,27 + 0,04°C). Ap0s o desafio com LPS, o grupo controle apresentou a
maior variagdo na temperatura retal (0,434 £ 0,0510°C), em comparagdo com SC-0,5 (-0,059 £
0,039°C) e SC-5,0 (-0,007 £ 0,045°C). Houve um efeito de tratamento (P < 0,05) para todas as
citocinas analisadas (TNF-a, IL-6 e IFN-y). As citocinas foram mais baixas nos grupos SC-0,5
e SC-5,0 em comparacdo com o grupo Controle apds desafio com LPS, demonstrando que a
suplementacédo de Saccharomyces cerevisiae nas doses utilizadas foi capaz de reduzir a resposta

inflamatoria.

2.7 Comportamento alimentar e sele¢do de particulas

Leonardi e Armentano (2003), em um estudo realizado com vacas leiteiras, observaram
que os animais selecionam a dieta para consumo. O consumo de particulas em relagdo a
guantidade oferecida aumentou progressivamente a medida que o tamanho das particulas
diminuiu. Em geral, quando sdo alimentadas com uma dieta contendo 40% de forragem e 60%

de concentrado, as vacas selecionam contra particulas mais longas e a favor de particulas curtas.
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A quantidade de sobras foi negativamente relacionada a selecdo de particulas longas
(LEONARDI; ARMENTANO, 2007). E importante saber que os animais se comportam de
maneira diferente e selecionam em graus diferentes, e que além da varia¢do que ocorre entre 0S
animais, o comportamento de selecéo de alimento também pode variar para um mesmo animal
ao longo do tempo. Um animal mais seletivo tem uma dieta progressivamente mais grosseira a
medida que o dia avanca (LEONARDI; ARMENTANO, 2003). Portanto a sele¢do de alimento
pode ser motivada por fatores internos. A selecdo de particulas por vacas leiteiras pode ser
alterada de acordo com o ambiente ruminal. A selecdo de particulas longas ird ocorrer em
resposta a um baixo valor de ph ruminal (DEVRIES; DOHME; BEAUCHEMIN, 2008).

Bach et al. (2007) sugeriram que, entre os mecanismos envolvidos na redugéo da acidose
subclinica associada a suplementacdo de levedura viva, a frequéncia da refeicdo pode ser um
fator importante a ser considerado. Um ambiente ruminal mais favoravel também poderia
resultar em maior atividade de ruminagdo (DEVRIES et al., 2009), o que contribuiria ainda
mais para a estabilizacdo do pH ruminal.

Considerando que o comportamento alimentar pode afetar o pH ruminal (ALLEN,
1997), o uso de leveduras vivas, por ser capaz de alterar a fermentacdo ruminal e estabilizar o
pH, torna provavel que tenha efeito sobre comportamento ingestivo. Um perfil de fermentacédo
ruminal mais consistente pode resultar em menor variagdo na producdo de AGV, melhor
digestibilidade da fibra e em um retorno mais rapido a alimentacdo. Ferraretto et al. (2012) nédo
encontraram diferencas no comportamento alimentar quando as vacas foram suplementadas
com levedura viva, sugerindo que isso ocorreu devido a falta de efeito sobre a producéo de
propionato ruminal.

DeVries e Chevaux (2014) realizaram um experimento com doze vacas em inicio de
lactacdo (48,6 =+ 16,5 DEL), alocadas aleatoriamente a um dos dois tratamentos (Controle ou 1
x 10'° UFC/d de leveduras vivas; S. cerevisiae CNCM 1-1077; Levucell SC20; Lallemand). O
comportamento alimentar, ruminacéo e o consumo de alimento foram monitorados por sistemas
eletronicos. O CMS foi similar entre os tratamentos. A suplementa¢do com levedura viva
resultou em melhorias no comportamento alimentar, com refei¢des mais frequentes que tendem
a ser menores e com menores intervalos e as vacas que receberam levedura também tenderam
a ruminar mais. Apesar de selecionarem mais contra as particulas longas da dieta, as vacas

suplementadas com levedura tenderam a ter maior teor e producédo de gordura no leite.
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2.8 Termorregulacédo

Vacas leiteiras submetidas a ambientes de alta temperatura e umidade podem ter as
eficiéncias de producdo e reproducdo prejudicadas. O incremento calérico da fermentacédo
ruminal e do metabolismo poés-absorcdo de energia contribui para 0 aumento da temperatura
coporal caso o calor corporal ndo seja dissipado para o ambiente. Em clima quente, onde o
gradiente entre as temperaturas do animal e do ambiente é reduzido, a menor dissipagdo do
calor oriundo da fermentacdo ruminal e metabolizacdo dos nutrientes pode ser um risco para o
equilibrio térmico (homeotermia) do animal.

Animais homeotérmicos devem manter um equilibrio entre a producdo de calor de
metabolismo, o calor absorvido do ambiente e a perda de calor para 0 ambiente. A evaporagéo
da umidade pela superficie da pele e 0 aumento da frequéncia respiratdria sdo 0s mecanismos
primarios usados pelos animais para perder o calor excessivo do corpo (KADZERE et al.,
2002). Segundo o NRC (1981), quando a umidade do ar esta mais alta, menor o gradiente de
umidade entre a pele e o ar, e menor a taxa de perda de calor por evaporacdo. A alta umidade
do ar afeta principalmente os animais muito dependentes da sudorese para que ocorra perda de
calor.

Thom (1958) sugeriu o uso do Indice de Temperatura-Umidade (1TU) para descrever as
condigdes climéaticas com base na combinacao dos dois fatores. Kadzere et al. (2002) revisaram
a literatura e sugeriram que ambientes com valores de ITU até 70 seriam confortaveis, entre 75
e 78 seriam estressantes e acima de 78 seriam considerados extremamente estressantes para
vacas leiteiras, tornando-as incapazes de sustentar os mecanismos termorregulatérios para
evitar um aumento da temperatura corporal. Contudo, o limite do ITU pode variar com o nivel
de producdo de leite do animal. Os animais de alta producdo leiteira tendem a ser mais
suscetiveis ao estresse térmico devido a maior producdo de calor de metabolismo, como
consequéncia da digestdo e da producédo, o que os torna mais sensiveis ao calor e, portanto, o
limite do ITU € reduzido. Zimbelman et al. (2009) realizaram oito estudos utilizando cem vacas
Holandesas multiparas, com média de producéo de 35 kg/d, em camaras climaticas durante trés
anos. Estes autores concluiram que o ITU minimo diario com valores iguais ou maiores a 65
ou média diaria de ITU de 68 por mais de 17 h/d podem reduzir 2,2 kg/d na producdo de leite.
Visto que estes valores de ITU podem induzir o estresse por calor, foi sugerido que 1TU de 68
deve ser considerado o limite maximo para vacas de maior produgao.

O alto calor metabdlico requer mecanismos termorregulatorios eficazes para manter a
temperatura corporal na homeostase fisiologica (KADZERE et al., 2002). A mensuragdo da

temperatura retal € comumente utilizada por ser um parametro sensivel e um bom indicador da
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temperatura corporal e de estresse térmico (FUQUAY et al., 1979). Zimbelman et al. (2009)
correlacionaram o ITU com a temperatura retal (r = 0,52) e com a producéo de leite (r = -0,12).
O aumento na temperatura foi correlacionado com o aumento na frequéncia respiratéria (r =
0,75) e na perda de calor evaporativo da pele (r = 0,24), portanto, essas sdo medidas que podem
ser obtidas para avaliar o grau de estresse térmico no animal. Cook et al. (2007) observaram
uma reducdo do tempo deitada de vacas leiteiras quando o ITU foi acima de 68. Em outro
experimento conduzido em clima quente, Allen et al. (2015) relataram mudanca no
comportamento de vacas leiteiras, com o0 aumento do ITU e da temperatura corporal, vacas
passaram mais tempo em pé. Este tipo de mudanca de comportamento ocorre para melhorar a
perda de calor por aumento da &rea de superficie do corpo exposta ao ar, entretanto, pode

prejudicar a satde dos cascos dos animais e consequentemente a producdo e a longevidade.

2.9 Balanco &cido-bésico do sangue

A manutencdo do pH em valores fisioldgicos € de extrema importancia para manter a
homeostase do organismo e variagdes podem afetar inmeros processos metabdlicos. De acordo
com a equacdo de Henderson-Hasselbalch, a manutencdo do pH sanguineo depende
principalmente das concentracGes de acido carbdnico e bicarbonato no sangue (COPPOCK et
al., 1982). Valores de pH sanguineo abaixo de 7,4 geram um aumento da frequéncia
respiratoria, enquanto que valores acima diminuem, da mesma forma que uma pressdo parcial
de COz (pCO2) maior que 40 mmHg gera um estimulo na respiragdo, enquanto que abaixo desse
valor ocorre inibicdo (KADZERE et al., 2002).

Segundo a equacdo de Henderson-Hasselbalch, quatro tipos de disturbios podem
ocorrer: acidose metabdlica, quando ocorre queda de HCOz"; alcalose metabolica, quando o
HCOs é aumentado; acidose respiratoria, quando ha um aumento da pCO.; e a alcalose
respiratoria, que € quando ha uma queda da pCO. (CONSTABLE, 2000). A concentracdo de
HCOs" € regulada pelos rins, enquanto que a pCO- é regulada pelos pulmdes (FIGUEIREDO,
1995). A mudanga na ventilacdo pulmonar depende da concentracdo de H*, pCO2 e pressao
parcial de Oz (pO2), que vdo agir sobre o centro respiratorio no sistema nervoso central
(FIGUEIREDO, 1995).

O balanco acido-basico sanguineo pode ser utilizado para avaliagédo de estresse por calor
em animais. Vacas em condicdes de estresse térmico tém a frequéncia respiratoria elevada para
maior dissipacao do calor, o que implica em metabolismo debilitado (KADZERE et al., 2002).
A pO: é o pardmetro utilizado para avaliar a oxigenacdo, e a pCO> ¢ utilizada indicativo de

ventilagdo pulmonar (GOMES et al., 1997). Quando o animal esta em situagdo de estresse por
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calor a frequéncia respiratoria sofre um aumento, a hiperventilacdo eleva a pO. (HALES;
FINDLAY, 1968) e reduz a pCO- e, buscando manter o balango, os rins aumentam a secrecéo
de HCOg3". Os rins aumentam a secregdo de HCO3  para manter constante a relacéo na proporgao
de 20:1 de pCO2:HCOs e para tamponar o pH sanguineo. Como consequéncia ocorre uma
reducdo do HCOs™ no sangue e um aumento do pH urinario. A correcdo da alcalose urinaria €
feita pela excre¢do renal de H*, que resulta na reabsorcdo de HCO3™ no sangue (SCHNEIDER;
BEEDE; WILCOX, 1988). Schneider et al. (1986) observaram que vacas leiteiras em ambiente
sem sombreamento apresentaram um aumento significativo da temperatura retal (39,8 vs.
40,6°C), da frequéncia respiratoria (97 vs. 125 respiragbes/min) e no pH sanguineo (7,39 vs.
7,44), e reducdo da pCO2 (36,3 vs. 30,5 mmHg) e do HCO3™ (21,8 vs. 20,2 mmol/L), quando

comparadas com vacas em ambiente sombreado.

2.10 Imunidade

A resposta imune é iniciada com o reconhecimento do patégeno ou corpo estranho e,
como consequéncia, ¢ formada uma reacdo para elimina-lo. O local da infeccdo e o tipo de
patdgeno determinam em grande parte que tipo de resposta imune sera efetivo. O sistema imune
do hospedeiro é capaz de formar resposta imune inespecifica (inata), que ndo depende de
exposicao prévia, e especifica (adaptativa) que fornece protecdo ap6s a exposi¢do ao antigeno
especifico e € caracterizada pela memdria imunologica. A primeira exposi¢do a um patdgeno
afeta a resposta imune inata e, entdo, mediadores como citocinas podem ser liberados. A
resposta imune inata é a imunidade presente em todos 0s animais no nascimento, que consiste
em mecanismos de defesa quimica e celular de resposta rapida (por exemplo, macréfagos,
células dendriticas, neutréfilos, citocinas e células natural killer) e que ndo precisam ser
induzidas por exposi¢cdo prévia a um agente infeccioso (SORDILLO; STREICHER, 2002;
BUNTYN et al., 2016).

Citocinas sdo proteinas produzidas naturalmente que desempenham um papel essencial
na defesa do hospedeiro, regulando a atividade das células que participam da imunidade
especifica e inespecifica (SORDILLO et al., 1997). A imunidade especifica envolve linfocitos
com receptores para um antigeno especifico (ERICKSON; HUBBARD, 2000). Segundo
Krehbiel et al. (2003), no trato gastrointestinal, uma unica camada de células epiteliais separa
0 limen da lamina propria, proporcionando ao seu hospedeiro uma barreira seletiva contra a
presenca constante de antigenos vindos de alimentos e microrganismos no lumen do intestino,
sendo essa barreira a primeira linha de defesa. Além das células epiteliais, também existem

celulas do sistema imune no trato gastrointestinal.
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O impacto do consumo de probioticos sobre o sistema imune do hospedeiro é um
beneficio conhecido, mas as pesquisas ainda sdo limitadas. A administracdo oral de
Lactobacillus geralmente resulta em um aumento das respostas imunes inatas (aumenta
fagocitose e atividade das células natural Killer). No entanto, a influéncia dos probidticos na
producdo de citocinas e nas respostas de células T e B mostram resultados variados, dependendo
da cepa, dose e duragdo da suplementacdo com probidtico, e também dos tipos de tecidos e
células (KREHBIEL et al., 2003). Foi demonstrado por Christensen, Frokiaer e Pestka (2002)
que espécies e cepas de Lactobacillus influenciam diferencialmente a producéo de citocinas por
células dendriticas in vitro, o que sugere que a atividade in vivo de células T reguladoras pode
ser influenciada por células dendriticas que foram expostas a microorganismos especificos da
microbiota intestinal ou probidticos ingeridos e uma espécie pode ser capaz de inibir a atividade
de outra espécie do mesmo género.

A producéo de citocinas é regulada por vias de transducdo de sinal intracelular que s&o
ativadas apds o reconhecimento de microrganismos ou componentes microbianos através de
receptores, como 0s TLRs (receptores tipo toll), que existem na superficie das células do
sistema imune e permitem diferenciar a microbiota intestinal de patégenos (KAJI et al., 2010;
O’FLAHERTY; KLAENHAMMER, 2010).

Os probiéticos quando ingeridos devem encontrar macréfagos e células dendriticas para
estimular a secrecdo de citocinas que, por sua vez, direcionam as respostas imunoldgicas do
hospedeiro, definindo o perfil das respostas (KAJI et al., 2018). Segundo Trinchieri (2003) e
Kaji et al. (2010), as citocinas IL-12 e IL-10 séo importantes devido a necessidade de haver um
balanco da producdo das mesmas e aos potenciais beneficios da indugdo, como defesa contra
doencas intestinais inflamatorias, doencas auto-imunes, alergias e infec¢des. Isto ocorre porque
a IL-12 ¢ essencial para aumentar a defesa imunoldgica contra infeccdes e canceres, enquanto
a IL-10 promove o desenvolvimento de células T reguladoras para o controle de respostas
imunolégicas excessivas, para evitar doencas inflamatdrias. A 1L-10 é uma citocina anti-
inflamatoria e espera-se que auxilie nas inflamagdes cronicas, como doengas inflamatdrias
intestinais e doencas autoimunes, enquanto que a IL-12 é um importante mediador da
imunidade e espera-se que aumente a defesa natural contra infecgfes (KAJI et al., 2010). A IL-
10 regula negativamente as funcbes fagociticas e das células T, incluindo a producédo de
citocinas pro-inflamatérias, como I1L-12, IL-2, TNF-alfa e IFN-gamma. A producéo de IL-10 e
IL-12 ¢ regulada reciprocamente (MA et al., 2015) e varia com cada cepa de probidticos, o que
pode ser responsavel por seus efeitos especificos no sistema imune do hospedeiro (KAJI et al.,
2010).
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Kaji et al. (2018) avaliaram o efeito de diferentes ligantes de TLR na producéo de IL-
10 e IL-12 usando macrofagos estimulados com Lactobacillus casei Shirota (LcS), que
predominantemente induz a producao de IL-12, e observaram que probidticos podem regular
com de modos diferentes as respostas das citocinas de acordo com o ambiente microbiano.
Ligantes microbianos para TLR3 e TLR5 aumentaram a producéo de I1L-12 por LcS, por outro
lado ligantes para TLR2, TLR4, TLR7 e TLR9 converteram o padrdo de producdo de citocinas
de IL-12 para IL-10. Estes resultados indicam que a inducgéo probidtica da producéo de I1L-10
e IL-12 pode ser modificada de forma flexivel por estimulacdo com componentes microbianos.
Isto pode explicar a diferenca na eficicia de um determinado probi6tico na imunomodulagdo
entre diferentes individuos.

Segundo Winkler et al. (2007), a secrecao de citocinas pro-inflamatérias, que caracteriza
0 tipo de resposta imune Thl, pode induzir a producdo de proteinas de fase aguda ou
quimiocinas, provocar reacdes febris e desencadear o recrutamento de células inflamatorias,
incluindo neutréfilos e mondcitos, para os tecidos, 0 que é necessario para interromper a
infeccdo. Os mondcitos presentes no sangue sdo recrutados quando se inicia um processo
inflamatdrio e, ao chegarem ao tecido, se diferenciam em macrofagos (Alnakip et al., 2014).
Por outro lado, citocinas do tipo Th2, como IL-4, IL-5, e IL-13, aumentam a imunidade humoral
e ativam os eosinofilos e os mastdcitos e estdo relacionadas com a producédo de anticorpos IgE.
As citocinas de cada grupo influenciam-se reciprocamente e de forma contraria. O IFN-gamma
produzido pelas células Thl inibe a diferenciacdo das células Th2, e a IL-10, quando secretada
pelas células Th2, reduz a secrecdo de citocinas Thl (WINKLER et al., 2007). Resposta do tipo
Th1 sdo mais eficientes contra fungos, bactérias e virus, enquanto que a resposta Th2 é efetiva
a helmintos, ectoparasitos e alérgenos (ROMAGNANI, 1992).

Segundo Valdez, Brown e Finlay (2014) probioticos podem ser utilizados no periodo de
vacinacdo devido a potencial capacidade que eles tém de conseguir melhorar a eficacia da
vacina estimulando adequadamente o sistema imunoldgico (efeito adjuvante). Entretanto,
apesar de existirem evidéncias de efeitos imunomoduladores, os mecanismos por tras dos
efeitos benéficos propostos dos probidticos na vacinacdo permanecem desconhecidos
(VITETTA et al., 2017; VALDEZ; BROWN; FINLAY, 2014). Podem ocorrer variagdes de
resultados por esses estudos serem altamente dependentes de condi¢des experimentais,

incluindo cepa e dose do probioticos administrado, tipo de vacina e a populacgdo estudada.
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2.10.1 Imunidade da glandula mamaria

O sistema de defesa da glandula mamaria desempenha um papel importante na protecéo
contra patdgenos. O canal do teto funciona como a primeira barreira contra infecgdes, com
caracteristicas anatémicas e fisioldgicas (tensédo de fechamento e revestimento de queratina)
que inibem a penetragcdo de patdgenos no ubere (TARGOWSKI, 1983; SORDILLO et al.,
1997). No entanto, algumas bactérias podem ser capazes de passar pelos mecanismos de defesa
priméria e invadir a glandula mamaria (TARGOWSKI, 1983). Uma vez que 0s microrganismos
penetram no canal do teto, encontram sistemas imunoldgicos associados a glandula mamaria
que sdo fundamentais na protecéo contra doencas infecciosas.

A imunidade inata, também conhecida como resposta inespecifica, € o tipo de defesa
gue atua durante os estagios iniciais de uma infeccdo. As respostas inespecificas da glandula
mamaria sdo mediadas pela barreira fisica da extremidade do teto, macréfagos, neutréfilos,
células do tipo natural killer (NK) e por fatores soltveis (SORDILLO; STREICHER, 2002).
Enquanto que a resposta imune especifica, ou adquirida, reconhece determinantes especificos
de um patoégeno que facilitam a eliminacéo seletiva, sendo este reconhecimento mediado por
moléculas de anticorpos, macréfagos e populacdes linféides. Alguns linfocitos possuem
“memoria”, o que permite que respostas imunes especificas possam ser aumentadas pela
exposicao repetida a um patogeno, diferente da resposta inespecifica (SORDILLO et al., 1997).

Os leucocitos polimorfonucleares (PMN) e macréfagos sdo as células fagociticas
funcionais do corpo. Os macrofagos juntamente com células epiteliais iniciam a resposta
inflamatdria necessaria para eliminar as bactérias invasoras. O inicio da reacdo inflamatéria é
causado pela producédo e liberacdo do fator de necrose tumoral, interferons e interleucinas
(PAAPE et al., 2002). As atividades de leucocitos residentes e recém-recrutados na glandula
mamaria desempenham um papel fundamental no estabelecimento da infeccdo intramamaria
(SORDILLO etal., 1997).

A contagem de células somaticas (CCS) do leite é considerada um indicador sensivel de
inflamacdo e, portanto, deve ser usada para monitorar a satide do ubere (HARMON, 1994;
PYORALA, 2003; SCHUKKEN et al., 2003). A CCS consiste em varios tipos de células,
incluindo neutréfilos, macréfagos, linfécitos e uma menor porcentagem de células epiteliais
(BURVENICH et al.,, 1994; SORDILLO et al., 1997). Variacbes na CCS dependem,
principalmente, do recrutamento de leucdcitos do sangue para o tecido e para o leite, em
resposta a uma reagdo inflamatoria provocada no tecido mamario pelas bactérias invasoras
(BURVENICH et al., 1994). Na glandula mamaria saudavel (abaixo de 10° células

somaticas/mL), a maioria das células somaticas viaveis sdo macrofagos e linfécitos, com alguns
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neutrofilos e células epiteliais. Entretanto, se a saude da glandula maméria é afetada e as
bactérias invasoras conseguem se multiplicar, diversos fatores sollveis séo liberados pelas
células da glandula mamaria, que provocam um aumento no recrutamento de leucocitos
adicionais, principalmente neutréfilos, o que altera o nimero e tipos predominantes de células
somaticas (geralmente superam 10° células/mL e mais que 95 % s&o neutrofilos) (SORDILLO;
STREICHER, 2002; KEHRLI; SHUSTER, 1994). No local da infec¢do, os neutréfilos sdo
responsaveis por fagocitar e eliminar os patdgenos bacterianos (SORDILLO et al., 1997).

Existe o consenso de que se deve selecionar contra animais de CCS alta, mas as opinides
divergem quanto a CCS baixa. Tem sido sugerido que a CCS em niveis muitos baixos pode
influenciar a infeccdo por patégenos na glandula mamaéria, aumentando a sucetibilidade a
mastite clinica (SCHUKKEN et al., 1989; RAINARD et al., 2018), o que pode significar que
existe uma CCS ideal que é baixa, mas ndo necessariamente a menor possivel. Entretanto,
existem autores que acreditam que se deve manter uma concentracdo razoavel de células no
leite (KEHRLI; SHUSTER, 1994), enquanto outros autores ndo observaram um limite inferior
para CCS que esteja relacionado a incidéncia de mastite (RUPP; BEAUDEAU; BOICHARD,
2000). Segundo Kherli e Shuster (1994) o pequeno nimero de células somaticas normalmente
presentes na glandula mamaria tenta resolver uma infecgdo imediatamente e, se for capaz, entéo
ndo ocorrerd nenhum aumento perceptivel na CCS e ndo serd constatada nenhuma doenca
clinica e o recrutamento de leucdécitos é interrompido e a CCS retorna a niveis normais. Ainda
gue ocorra um aumento da CCS no leite, esta € uma resposta necessaria e esta correlacionada
aos microrganismos na glandula mamaria e essa resposta € o que torna a vaca capaz de
sobreviver a um desafio microbiano e retornar para produgéo normal.

Barkema et al. (1998) realizaram um experimento para avaliar a relagdo entre a CCS e
ataxa de incidéncia de mastite clinica (TIMC). A CCS foi dividida em trés categorias: <150.000
(baixa), 151.000 a 250.000 (média) ou 251.000 a 400.000 /ml (alta). Foram estudados 300
rebanhos, 100 por categoria de CCS por 1,5 ano. Para a TIMC foram considerados que
intervalos entre casos de mastite clinica no mesmo quarto deveriam ser >14 d para um caso a
ser incluido na analise. Os dias em risco foram calculados como o nimero total de dias durante
0 estudo em que uma vaca estava presente no rebanho, comegando 7 dias antes do primeiro
parto, menos 14 dias depois de cada caso de mastite clinica. Calculos de mastite clinica
incluiram o ndmero total de casos e 0 numero de casos por especie de bactéria
patogénica. Também foram registrados as datas e 0s motivos de abate de cada vaca. Rebanhos
com baixa CCS nao tiveram TIMC significativamente maior do que rebanhos com média ou

alta CCS. A maior variacdo ocorreu em rebanhos que tinham baixa CCS, apresentando as
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maiores e menores TIMC. A ocorréncia de mastite clinica causada por Escherichia coli,
Klebsiella spp., ou Pseudomonas spp., foi maior em rebanhos de baixa CCS, enquanto que a
mastite causada por Staphylococcus aureus, Streptococcus dysgalactiae e Streptococcus
agalactiae foi mais frequente nos rebanhos de alta CCS. O descarte por mastite clinica néo foi
afetado pelas categorias de CCS, contudo, a taxa de descarte por alta CCS foi menor em

rebanhos de baixa CCS.
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RESUMO - Avaliou-se a suplementacdo de vacas leiteiras com aditivo liquido contendo
bactérias laticas, bactérias formadoras de esporos e leveduras (CBL). Vinte e seis vacas
Holandesas foram alimentadas individualmente com os tratamentos controle ou CBL (3,5
mL/kg de matéria seca) por 56 dias. O CBL aumentou o consumo de mateéria seca (23,5
vs 22,5 kg/d) e tendeu a aumentar a producéo de leite (30,0 vs 29,4 kg/d). A relacéo entre
leite corrigido para energia e o consumo foi reduzida pelo CBL (1,25 vs 1,31). O CBL
tendeu a reduzir a digestibilidade aparente da matéria organica nao-fibrosa no trato
digestivo total (81,2 vs 84,1%). A proporcdo molar de butirato no fluido ruminal tendeu
a ser reduzida pelo CBL (9,4 vs 10,4%), bem como a concentracdo de protozoarios. A
relacdo entre acetato e propionato (3,1) e a sintese ruminal de proteina microbiana ndo
diferiram. O CBL reduziu a propor¢do do consumo didrio pela manhd, aumentou a
proporcéo a tarde e reduziu o teor de N-ureico no sangue, mas nao afetou o N-ureico no
leite. O CBL aumentou o consumo de matéria seca mais do que aumentou a producéo de
leite, reduzindo a eficiéncia alimentar, e teve efeito sobre o perfil de fermentagéo ruminal

e a digestibilidade.

Palavras-chave: aditivo nutricional, digestibilidade, fermentac&o ruminal, levedura,

probidtico



31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43

44

45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61

57

ABSTRACT - This experiment evaluated the supplementation of dairy cows with a liquid
aditive containing lactic acid bacteria, spore-forming bacteria, and yeast (CBL). Twenty-
six Holstein cows were individually fed treatments control or CBL (3.5 mL/kg of dry
matter) for 56 days. The CBL increased dry matter intake (23.5 vs 22.5 kg/d) and tended
to increase milk yield (30.0 vs 29.4 kg/d). The energy-corrected milk to intake ratio was
reduced by CBL (1.25 vs 1.31). The CBL tended to reduce the total tract apparent
digestibility of the non-fibrous organic matter (81.2 vs 84.1%). The molar proportion of
butyrate in ruminal fluid tended to be reduced by CBL (9.4 vs 10.4%), as well as protozoa
concentration. The acetate to propionate ratio (3.1) and ruminal microbial yield did not
differ. The CBL reduced the proportion of daily intake in the morning, increased the
proportion in the afternoon, and reduced blood urea-N, but did not affect milk urea-N.
The CBL increased dry matter intake more than the increase in milk yield, decreasing

feed efficiency, and had effects on ruminal fermentation profile and digestibility.

Keywords: digestibility, feed additive, probiotic, ruminal fermentation, yeast

INTRODUCAO

Uma definicdo do termo probi6tico é de que sdo microrganismos Vivos que,
quando suplementados em quantidade adequada, conferem beneficios a salde do
hospedeiro (FAO/WHO, 2002). Aditivos alimentares baseados em probioticos séo
coerentes a tendéncia naturalista dos consumidores de produtos de origem animal.
Produtos microbianos a base de bactérias produtoras ou utilizadoras de acido latico,
bactérias formadoras de esporos e leveduras tém sido utilizados para ruminantes (Seo et
al., 2010). Os produtos comerciais podem compreender apenas uma espécie de
microrganismo ou podem conter varias espécies e cepas em uma mistura. A utilizacdo de
misturas visa obter acdo mais ampla em diferentes espécies de animais (Fuller, 1989) ou
buscar o efeito sinérgico entre 0s microrganismos, o que pode potencializar a atuacdo do
produto (Timmerman et al., 2004). A combinacgdo de microrganismos pode ser adotada
visando a producgéo de aditivos microbianos multi-funcionais.

Produtos microbianos a base de leveduras tém sido tradicionalmente utilizados em
ruminantes adultos para reduzir o acumulo ruminal de acido latico e estabilizar o pH do
fluido, melhorar a digestibilidade de nutrientes e, consequentemente, induzir ganho em

desempenho leiteiro e/ou eficiéncia alimentar (Desnoyers et al., 2009). Bactérias
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produtoras de acido latico (BAL), como espécies de Lactobacillus e Enterococcus, podem
estimular o crescimento de microrganismos utilizadores de cido latico e estabilizar o pH
ruminal (Nocek et al., 2002). Microrganismos produtores de lactato também poderiam
promover a producdo de propionato ruminal por microrganismos utilizadores de lactato,
aumentando a eficiéncia energética da fermentacdo ruminal (Krehbiel et al., 2003).
Bactérias formadoras de esporos, como Bacillus subtilis, aumentaram a producéo de leite
de vacas com alta contagem de células somaticas no leite, mas 0 mecanismo da resposta
ndo envolveu ganho em digestibilidade (Souza et al., 2017). Assume-se que este tipo de
probidtico teria vantagem por serem resistentes ao manuseio na fazenda e ao aquecimento
em fabricas de racdes, além de serem resistentes a digestdo acida no abomaso de bovinos.
O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de uma mistura bactérias laticas,
bactérias formadoras de esporos e leveduras cultivadas em consorcio sobre o desempenho
leiteiro, 0 consumo de matéria seca (CMS), a digestibilidade de nutrientes, o
comportamento de ingestdo e ruminagéo e o perfil de fermentacdo ruminal de vacas em
lactacdo. Nossa hipotese foi a de que os microrganismos suplementados pela dieta
atuariam positivamente sobre a digestibilidade, o desempenho leiteiro e a eficiéncia
alimentar por efeito modulador da fermentacdo ruminal. O efeito da mistura probiética
sobre a temperatura corporal e a imunidade sera apresentado em artigo subsequente.

MATERIAL E METODOS

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
da Universidade Federal de Lavras (075/17). O experimento foi conduzido de 3 de abril
a 11 de junho de 2017 em instalagdo do tipo tie-stall com camas de areia que permite a
alimentacdo individualizada dos animais. Dois dataloggers (EasyLog-USB-2-LCD.
Lascar Electronics, Salisbury, Reino Unido) foram fixados a 2,5 m do chédo no centro da
instalacdo para registrar a temperatura e a umidade do ambiente em intervalos de 30 min
durante os 56 dias do periodo experimental de aplicacdo dos tratamentos. O indice de
Temperatura-Umidade (ITU) foi calculado (Yousef, 1985): ITU=T + 0,36 x DP + 41,2,
onde T = temperatura (°C) e DP = ponto de orvalho (°C) (Fig.1).

Vinte e seis vacas Holandesas (185 + 141 dias em lactacdo, 7 primiparas) foram
alimentadas com a mesma dieta por um periodo de padronizagéo de 14 dias. Nos dias 11
a 14 desse periodo, 0 CMS, a producdo de leite, o teor e a producao de solidos do leite, o

teor de N-ureico do leite, 0 peso vivo (PV) e o escore de condigdo corporal (ECC) foram
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mensurados e utilizados como covariavel no modelo estatistico. As vacas foram blocadas
em pares primariamente por paridade (1 vs > 2) e secundariamente pela produgao de leite
e alocadas a um tratamento por 56 dias: Controle (CTL) ou Consorcio de Bactérias e
Leveduras (CBL. 3,5 mL/kg de matéria seca da dieta. Global Saude, Pouso Alto,
Brasil/SCD Probiotics, Kansas City, EUA). A mistura de microrganismos foi adicionada
a dieta total em um vagao misturador estacionario. As dietas foram fornecidas as 07:00 e

13:00 h em guantidade para obter 7 a 10% de sobra diaria por vaca.
72 +

70

68 1

64 1

62 1

60 -+FFFH+FH+FHFFH+FH+FH+FH—|+H—|+H+FFH—|+H—|+H+FH—|
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Figura 1. Indice de Temperatura-Umidade (ITU) durante o experimento. 2688 registros
com intervalos de 30-min. Média + desvio padrdo: ITU: 66,8 £ 4,79; temperatura: 19,7 +
4,1°C; umidade: 82,7 + 11,8%. Proporc¢éo de ITU > 68: 37,2% do tempo.

De acordo com o fabricante, o produto liquido era composto por Bacillus subtilis,
Bifidobacterium animalis, Enterococcus lactis, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
bulgaricus, Lactobacillus casei, Saccharomyces cerevisiae, e outros microrganismos ndo
relatados. O produto foi confeccionado 1 semana antes do inicio do periodo experimental
de coleta de dados. Duas amostras compostas foram formadas a partir de sub-amostras de
6 galGes contendo 21 L do produto. Uma amostra foi analisada no inicio do periodo
experimental e a outra amostra foi mantida no ambiente de armazenamento da fazenda e
analisada no final do experimento. A concentracdo de BAL foi mensurada por
plagueamento em meio Agar De Man Rogosa e Sharpe (MRS - HiMedia Laboratories,
Mumbai, India) com nistatina (4 mL/L) e cultivo a 37°C por 72 h. As leveduras viaveis
foram enumeradas em meio de Dicloran Rosa Bengala Cloranfenicol (DRBC - Difco,
Becton Dickinson, Sparks, EUA) e cultivo a 28°C por 72 h. A concentragdo de bactérias
aerobicas formadoras de esporos foi mensurada em amostras submetidas a choque
térmico de 80°C por 10 min e plaqueadas em Agar Nutriente (NA - HiMedia Laboratories,

Mumbai, india) e cultivo a 30°C por 72 h.
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O CMS foi obtido pela mensuragdo da dieta oferecida e sobras diarias por vaca.
Amostras de ingredientes e sobras foram obtidas diariamente e congeladas para a
formagdo de amostras compostas por semana. As amostras compostas foram secas em
estufa de ventilagdo forcada a 55°C por 72 h e moidas em peneira com crivos de 1 mm
de didmetro (Wiley, Thomas Scientific, Swedesboro, EUA). O teor de matéria seca (MS)
foi determinado por secagem a 105°C por 24 h e as cinzas por incineragéo a 550°C por 6
h. O extrato etéreo (EE) e a proteina bruta (PB) foram analisados de acordo com AOAC
(2012). O teor de fibra em detergente neutro (FDN) foi analisado em cadinhos porosos
segundo Van Soest et al. (1991) com amilase e sulfito de sddio. A fracdo de carboidrato
ndo fibrosos foi calculada: 100 — (PB + EE + cinzas + FDN). O amido foi analisado de
acordo com Hall (2009). A distribuicdo de particulas foi mensurada com o separador de
particulas da Penn State (Lammers et al., 1996). As dietas sdo relatadas na Tab. 1.

As vacas foram ordenhadas 3 x/d iniciando as 05:00, 13:00 e 20:00 h e a producéo
de leite foi mensurada diariamente. Amostras de leite foram coletadas nos dias 6 e 7 de
cada semana experimental (1 a 8). As amostras foram armazenadas em frascos contendo
2-bromo-2-nitropropano-1-3-diol e mantidas sob refrigeracdo por no maximo 2 dias até
serem enviados para um laboratério comercial (Laboratério Centralizado da Associacao
Paranaense de Criadores de Bovinos da Racga Holandesa, Curitiba, Brasil). As
concentracOes de sélidos e N-ureico no leite foram analisadas por espectrometria de
infravermelho (Bentley Instruments Inc., Chaska, EUA). A secrecdo de energia do leite
(Leite E; Mcal/d) foi calculada segundo NRC (National..., 2001): (0,0929 x % de gordura
+ 0,0547 x % de proteina + 0,0395 x % de lactose) x kg de leite. A secre¢do de leite
corrigido para energia (kg/d) foi calculada: Leite E/0,70 (assumindo 0,70 Mcal/kg de leite
com 3,7% de gordura, 3,2% de proteina e 4,6% de lactose). O leite corrigido para 4% de
gordura (kg/d) foi calculado com a equacdo de Gaines (NRC, 2001): 0,4 x kg de leite +
15 x kg de gordura. O PV dos animais foi obtido nos dias 4 e 5 de cada semana
experimental e 0 ECC (1 a 5, magra a gorda) foi mensurado em intervalos de 14 dias. O

PV foi mensurado ap6s a ordenha matinal e 0 ECC por trés avaliadores independentes.
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Tabela 1. Composicdo da dieta experimental em ingredientes e nutrientes (% da matéria
seca) e distribuicdo do tamanho de particulas (% da matéria natural) nos tratamentos
Controle (CTL) ou Consorcio de Bactérias e Leveduras (CBL)

CTL CBL
Silagem de milho 46,2
Feno de aveia 3,7
Carogo de algodéo 11,2
Milho reidratado e ensilado 9,7
Milho finamente moido 9,4
Farelo de soja 12,7
Farelo de soja de baixa degradabilidade no rimen* 42
Premix? 2,9
Proteina bruta (PB) 16,6 16,6
Fibra em detergente neutro (FDN) 34,3 34,3
Extrato etéreo (EE) 4,7 47
Cinzas 5,6 6,1
Amido 29,1 29,0
Carboidratos n&o fibrosos® 38,8 38,6
Particulas > 19 mm* 6,2+0,9 76+14
Particulas 8 a 19 mm 41,3+0,9 40,0+0,7
Particulas < 8 mm 525+14 52,4+14

1Soypass (Cargill, Uberlandia, Brasil)

233,4% calcério, 33,3% bicarbonato de sédio, 8,3% Oxido de magnésio, 8,3% NaCl, e 16,7% minerais e vitaminas (18,5% Ca; 15,0%
P; 3,0% Mg; 3,0% S; 240 ppm Co; 3.000 ppm Cu; 8.000 ppm Mn; 12.000 ppm Zn; 90 ppm Se; 180 ppm [; 8.000 KUI/kg Vit. A,
2.000 KUl/kg Vit. D; 50 KUI/kg Vit. E)

%100 - (PB + FDN + EE + Cinzas)

“Separador de particulas da Penn State. Média + desvio padrdo de 8 amostras semanais

A digestibilidade aparente do trato digestivo total da MS, matéria organica (MO),
FDN, MO né&o-FDN e amido foi determinada por coleta total de fezes nos dias 54 a 56.
As fezes foram coletadas durante trés periodos de amostragem de 8 h. O inicio de cada
periodo de coleta foi atrasado em 8 h a cada novo dia, visando obter uma amostra
representativa das 24 h. As aliquotas fecais foram imediatamente congeladas e foi
formada uma amostra composta por vaca. As amostras de fezes foram desidratadas a 55°C
por 72 h em estufa de ventilacdo forcada. As concentracdes de MS, cinzas, FDN e amido
foram determinadas como descrito anteriormente.

A viscosidade fecal foi determinada nas mesmas amostras utilizadas para a
determinacéo da digestibilidade por adaptacdo da metodologia de Cannon et al. (2010).
Amostras de 100 g de fezes frescas foram diluidas em 120 mL de &gua destilada. A
solucdo foi homogeneizada com uma espéatula metalica durante 30 s e filtrada atraves de
uma peneira. A viscosidade da solugdo foi mensurada com um viscosimetro rotacional
(Modelo DV-E. Brookfield Engineering Laboratories, Middleboro, EUA) a 100 rpm a
temperatura ambiente.

A sintese relativa de proteina microbiana no rimen foi estimada pela excrecao de
alantoina na urina (mmol/d). O volume urinario foi mensurado por coleta total

simultaneamente a coleta de fezes. Durante o periodo de coleta a urina foi acrescentada a
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uma solucdo de &cido sulfarico a 20% e ao final as amostras foram diluidas 1:5 com
solug&o de &cido sulfurico a 4% e congeladas a -20°C. A alantoina foi analisada de acordo
com Chen e Gomes (1992).

Amostras de fluido ruminal foram coletadas 11 h e 52 min + 26 min apos a
alimentacdo matinal no dia 56 com uma sonda oro-géstrica flexivel conectada a uma
bomba de vicuo. As amostras foram congeladas em nitrogénio liquido para estagnar a
fermentacao ruminal e posteriormente armazenada a -20°C até a andlise de acidos graxos
volateis por HPLC (Waters Alliance, 2998 PDA detector, Milford, EUA). As condigdes
de andlise foram descritas em Ferreira et al. (2016). Outra amostra foi adicionada a uma
solucdo de formaldeido a 36% (1:1) para contagem de protozoarios. A amostra foi corada
de acordo com Dehority (1984) e o total de protozoarios foi enumerado com um
microscopio optico em uma camara de Neubauer.

A atividade mastigatéria foi avaliada no dia 51. As atividades bucais (ingestao de
alimentos, ingestdo de 4gua, ruminacdo e 6cio) foram registradas em intervalos de 5 min
por 24 h. A ingestdo e ruminacdo por unidade de CMS foram calculadas utilizando a
ingestdo do dia em que a atividade de mastigacdo foi avaliada. Uma refeicédo foi definida
por pelo menos dois eventos consecutivos de ingestdo de 5 min apds pelo menos 10 min
de ociosidade ou ruminacédo. A duracédo da refeigdo foi determinada como a relagao entre
o0 tempo de ingestdo (min/d) e as refei¢cbes/d. O tamanho da refei¢éo foi determinado pelo
CMS dividido pelas refeicdes/d. A duracdo da primeira refeicdo diaria (refeicdo
condicionada) foi medida com um crondmetro durante os dias 52 e 53. Trés avaliadores
observaram o comportamento de todas as vacas ap6s o fornecimento da dieta as 07:00 h
até o termino da primeira refeigéo.

Nos dias 52 e 53, a proporcao do consumo diario de manha (07:00 a 13:00 h), a
tarde (13:00 a 19:00 h) e a noite (19:00 a 07:00 h) foi determinada medindo a
disponibilidade de alimento as 07:00, 13:00, e 19:00 h e de sobras as 13:00, 19:00 e 07:00
h. O comportamento de selecdo de particulas, FDN e amido foi avaliado no dia 52. A
proporcao de particulas acima da peneira de 19 mm e acima e abaixo da peneira de 8 mm
do separador de particulas da Penn State foi avaliado as 07:00 e 13:00 h para a dieta
oferecida e as 13:00, 19:00 e 07:00 h para as sobras. As sobras da dieta as 13:00 h foram
misturadas com a dieta oferecida as 13:00 h para a determinacdo do tamanho de particula

da dieta oferecida. O consumo predito de particulas em cada peneira foi (base na matéria
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natural): % da dieta retida na peneira x kg de dieta consumida. O consumo observado de
particulas foi: % da dieta retida na peneira x kg de dieta oferecida — % da sobra retida na
peneira x kg de sobra. Para a sele¢do por FDN e amido o consumo predito do nutriente
foi: % do nutriente na MS da dieta oferecida x kg de CMS. O consumo observado foi: %
do nutriente na MS da dieta oferecida x kg de MS da dieta oferecida - % do nutriente na
MS da sobra x kg de MS de sobra. O indice de selecdo foi: 100 x consumo
observado/consumo predito. Valores de selecdo abaixo de 100% representam rejeicao,
acima de 100% representam preferéncia e igual a 100% representam auséncia de selecao.

No dia 48 foram obtidas amostras de sangue dos vasos coccigeos para analise de
N-ureico no plasma (Ureia 500. Doles Reagentes para Laboratorios, Goiania, Brasil).
Amostras foram obtidas ao término de cada ordenha e duas horas depois em tubos
vacutainer contendo EDTA. O plasma foi obtido por centrifugacdo a 1.800 x g por 10
min e armazenado a -20°C até anélise.

Os dados obtidos ao longo do tempo foram analisados com o0 PROC MIXED do
SAS (Statistical..., 2011). Os dados de uma vaca multipara no tratamento CBL foram
descartados devido a uma Ulcera de abomaso. O modelo estatistico continha o efeito
continuo de covariavel (medida da mesma variavel no final do periodo de padronizagéo),
o efeito aleatdrio do bloco (1 a 13), os efeitos fixos de tratamento (CTL ou CBL) e tempo
(dia, semana ou hora), e a interacdo entre tratamento e tempo. Vaca aninhada em
tratamento foi definido como medida de erro para testar o efeito de tratamento. Para cada
variavel, a melhor estrutura de covariancia foi definida pelo critério Bayesiano de
Schwarz entre autoregressiva de primeira ordem e simetria composta. Os graus de
liberdade foram calculados usando a op¢ao Kenward-Roger. Modelo similar foi utilizado
para variaveis mensuradas uma vez durante o experimento e para as variaveis sem ajuste
da covariavel, removendo a covariavel, tempo e sua interacdo com tratamento do modelo

anterior. A significancia foi declarada a P < 0,05 e as tendéncias a 0,05 <P <0,10.

RESULTADOS
As contagens de microrganismos viaveis no produto nas semanas 1 e 8 do
experimento foram, respectivamente (UFC/mL): 1,7 x 108 € 9,6 x 10° de BAL; 3,5 x 10°
e 2,0 x 10° de bactérias aerobicas formadoras de esporos; e 1,0 x 10° e 0 de leveduras
totais; 2,0 x 10° e 0 de leveduras de brotamento; e 1,0 x 10° e 0 de leveduras de fiss3o.
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Na Tab. 2 estéo relatados 0 CMS, o desempenho leiteiro, a eficiéncia alimentar, o
PV e 0 ECC. A suplementacdo com CBL induziu ganho em CMS (+ 1,1 kg/d; P < 0,01)
e tendeu a aumentar as producdes de leite (+ 0,6 kg/d; P = 0,06) e de lactose (+ 0,060
kg/d; P = 0,09). O maior aumento no CMS comparado ao aumento na producao de leite
reduziu (P = 0,02) a eficiéncia alimentar, mensurada pela relacdo entre a secrecao diaria
de leite corrigido para energia e 0 CMS. O tratamento CBL tendeu (P = 0,08) aumentar
0 ECC comparado ao tratamento CTL, mas néo teve efeito (P = 0,27) sobre o PV. O
ganho em leite ndo foi associado a variacdo no ITU (Fig. 1 e 2). O maior ganho em
consumo ocorreu a nas semanas 4 e 5 e o0 ganho em leite ocorreu nas semanas 3 e 4 do

periodo de comparacéo (Fig. 2 e 3).

A digestibilidade aparente dos nutrientes no trato total, a excre¢do de alantoina na
urina e a viscosidade fecal estdo relatados na Tab. 3. Houve tendéncia (P = 0,08) de
reducdo na digestibilidade aparente da MO ndo-FDN com a suplementacdo de CBL, sem
afetar (P > 0,20) a digestibilidade da FDN e do amido. O consumo de matéria organica
digestivel foi similar (P = 0,29), apesar do aumento numérico de + 1 kg/d nas vacas do
CBL. N&o houve efeito de tratamento (P > 0,21) sobre a sintese de proteina microbiana

no ramen, estimada pela excrecdo de alantoina na urina, e a viscosidade das fezes.

Tabela 2. Consumo de matéria seca (CMS), desempenho leiteiro, contagem de células
somaticas (CCS), nitrogénio ureico no leite (NUL), escore de condicao corporal (ECC) e
peso vivo (PV) nos tratamentos Controle (CTL) ou Consércio de Bactérias e Leveduras
(CBL)

Tratamentos Valor-P
CTL CBL EPM! Tratamento Tratamento x Tempo
CMS,?kg/d 22,4 235 0,37 <0,01 0,88
Leite, kg/d 29,4 30,0 0,50 0,06 0,72
LCG 4%,*kg/d 27,0 27,5 0,72 0,64 0,59
LCE,* kg/d 28,5 28,6 0,65 0,93 0,68
Gordura,®kg/d 1,021 1,041 0,0232 0,55 0,57
Gordura,® % 3,53 3,48 0,045 0,40 0,57
Proteina,® kg/d 0,897 0,920 0,0220 0,46 0,32
Proteina,® % 3,10 3,07 0,031 0,42 0,20
Lactose,’ kg/d 1,314 1,374 0,0237 0,09 0,36
Lactose,® % 4,51 4,54 0,027 0,45 0,43
Soélidos,*kg/d 3,523 3,629 0,0682 0,28 0,41
Solidos,® % 12,16 12,05 0,075 0,30 0,35
Leite/CMS? 1,36 1,32 0,035 0,14 0,99
LCE/CMS? 1,31 1,25 0,033 0,02 0,99
NUL,® mg/dL 18,8 18,4 0,443 0,47 0,99
ECC%lab 2,91 3,02 0,039 0,08 0,16
PV, kg 639 643 2,9 0,27 0,93

Erro padrdo das médias

2P < 0,05 para efeito fixo de dia (1 a 56)

3P < 0,05 para efeito fixo de semana (1 a 8)

4P < 0,05 para efeito fixo de dia (0, 14, 28, 42 ¢ 56)
SLeite corrigido para 4 % de gordura

SLeite corrigido para energia
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Figura 2. Producédo de leite (Leite) nos tratamentos Controle (--0--) ou Consorcio de
Bactérias e Leveduras (—®@—). P = 0,06 para efeito fixo de tratamento, P < 0,01 para
efeito fixo de dia e P = 0,72 para interacdo entre tratamento e dia. Covariavel (cv): P =
0,60. Opgdo Slice do SAS: P < 0,05,°P < 0,10 ¢ P <0,15.

29
28
27
26
25
24
23
22
21
20
19
18
17
16

CMS, kg/d

ev2 4 6 8 101214161820 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54 56
Dias

Figura 3. Consumo de matéria seca (CMS) nos tratamentos Controle (--O--) ou
Consorcio de Bactérias e Leveduras (—@—). P < 0,01 para efeito fixo de tratamento, P <
0,01 para efeito fixo de dia e P = 0,88 para interacéo entre tratamento e dia. Covariavel
(cv): P =0,50. Opcao Slice do SAS: 2P < 0,05,°P < 0,10 ¢ ‘P <0,15.

Tabela 3. Digestibilidade aparente no trato digestivo total (% do consumido) da matéria
seca (DMS), matéria organica (DMO), fibra em detergente neutro (DFDN), matéria
orgénica ndo FDN (DMO n&o-FDN) e amido (DAmido), excrecdo de alantoina na urina
e viscosidade fecal nos tratamentos Controle (CTL) ou Consorcio de Bactérias e
Leveduras (CBL)

CTL CBL EPM? Valor-P
CMOD,? kg/d 15,0 16,0 0,69 0,29
LCE/CMOD 1,99 1,77 0,113 0,15
DMS 67,3 68,4 1,52 0,62
DMO 69,9 70,0 1,31 0,94
DFDN 46,3 50,4 2,17 0,20
DMO néo-FDN 84,1 81,2 1,11 0,08
DAmido 91,3 90,0 0,94 0,87
Alantoina, mmol/d 491 567 42,1 0,21
Alantoina/CMOD, mmol/kg 33,2 35,7 2,58 0,49
Viscosidade fecal, cP 72,4 76,7 42,29 0,66

Erro padrdo das médias
2Consumo de matéria orgénica digestivel
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O perfil de fermentacdo e a concentragdo de protozoarios no fluido ruminal estdo
na Tab. 4. A propor¢do molar de butirato tendeu ser menor (P = 0,06) no tratamento CBL
comparado ao CTL. Nao foi observado efeito de tratamento (P > 0,18) sobre a propor¢ao
molar de acetato, propionato, valerato, isobutirato, metil-butirato e a relacdo entre acetato
e propionato. Houve tendéncia de reducdo (P = 0,10) na concentracdo de protozoarios no
fluido ruminal com a suplementacéo de CBL.

Tabela 4. Proporcdo molar de &cidos graxos volateis (% do total) e concentragdo de
protozoarios no fluido ruminal nos tratamentos Controle (CTL) ou Consércio de
Bactérias e Leveduras (CBL)

CTL CBL EPM! Valor-P
Acetato 63,9 65,0 0,81 0,35
Propionato 21,1 21,1 0,84 0,98
Butirato 10,4 9,4 0,40 0,06
Valerato 15 14 0,05 0,18
Isobutirato 1,0 1,0 0,03 0,42
Metil-butirato? 2,3 2,3 0,09 0,96
Acetato/Propionato 31 31 0,14 0,89
Protozoarios, x 104mL 11,10 8,07 1,706 0,10

Erro padrdo das médias
2Soma de 3-metil e 2-metil-butirato com coeluicio

N&o houve efeito de tratamento (P > 0,16) sobre o comportamento de ingestao e
ruminacdo (Tab. 5). As vacas que receberam o CBL reduziram a proporc¢ao do consumo
pela manhd (P = 0,02) e aumentaram a proporc¢do do consumo no periodo da tarde (P =
0,03).

Tabela 5. Comportamento de ingestao e ruminacéo e proporcao do consumo ao longo do
dia nos tratamentos Controle (CTL) ou Consorcio de Bactérias e Leveduras (CBL)

CTL CBL EPM! Valor-P
Ingestéo, min/d 322 318 22,3 0,82
Ruminagao, min/d 474 486 25,0 0,73
Mastigagdo, min/d 796 800 37,8 0,92
Ingestéo, min/kg CMS 14,7 13,1 1,29 0,16
Ruminagao, min/kg CMS 20,9 20,3 1,22 0,71
Mastigacéo, min/kg CMS 35,6 333 2,23 0,32
Refeicbes/d 8,3 8,7 0,48 0,45
Consumo por refeicéo, kg de MS 2,9 29 0,22 0,80
Intervalo entre refeicdes, min 150 171 16,9 0,30
Durac&o da refeicdo, min 41 38 38 0,33
Duracdo da primeira refei¢do, min 61 56 6,7 0,55
07:00 as 13:00 h, % do consumo didrio 40,4 351 1,52 0,02
13:00 as 19:00 h, % do consumo diério 41,9 45,9 1,23 0,03
19:00 as 07:00 h, % do consumo diério 17,7 19,0 1,90 0,61

Erro padrdo das médias
2Ingestdo + ruminagdo

O comportamento de selecdo de particulas da dieta é relatado na Tab. 6. A
suplementacdo com CBL tendeu (P = 0,06) induzir maior selecdo por particulas finas da
dieta pela manh&, mas ndo afetou (P > 0,13) a seletividade de particulas nos outros

periodos do dia.
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306 Tabela 6. Comportamento de selecdo de particulas, de amido e de fibra em detergente
307 neutro (FDN) (observado/predito, %) e sobra como propor¢do do oferecido em periodos
308 do dia nos tratamentos Controle (CTL) ou Consorcio de Bactérias e Leveduras (CBL)

CTL CBL EPM* Valor-P
07:00 &s 13:00 h?
>19 mm 57 69 6,7 0,20
8a19 mm 96 94 11 0,13
<8mm 108 110 1,2 0,06
13:00 &s 19:00 h?
> 19 mm 61 62 7,6 0,90
8a19 mm 99 99 11 0,98
<8mm 108 108 14 0,84
19:00 as 07:00 h?
> 19 mm 64 59 12,0 0,79
8al9 mm 97 100 3,1 0,56
<8mm 119 123 4,3 0,49
Amido 100 102 1,0 0,43
FDN 95 95 0,7 0,72
Sobra, % do oferecido
07:00 as 13:00 h 42,6 43,5 3,83 0,87
13:00 a5 19:00 h 43,2 42,4 3,16 0,87
19:00 as 07:00 h 51,4 47,2 4,75 0,54
Diario® 14,8 14,4 1,26 0,80

309 IErro padréo das médias
310 2< 100% = rejeigdo, > 100% = consumo preferencial, 100% = auséncia de selegdo. Peneiras do separador de particulas da Penn State
311 3Sobra diria = (sobra as 0700 h/dieta total oferecida no dia) x 100

312 O tratamento CBL reduziu (P < 0,01) a concentracdo de N-ureico no plasma as
313 09:00 h e tendeu (P < 0,09) a reduzir as 16:30 e as 23:00 h (Fig. 4). O teor de N-ureico
314  no leite (P = 0,47) ndo diferiu entre tratamentos (Tab. 2).

26 T
25 1
24 1
23 1

= 20 T
~ 19 +
18 +
17 +

16 +—b—trt—t———t—a——_i—taii
06:00 09:00 12:00 15:00 18:00 21:00 00:00

Horas

212 Figura 4. Concentracdo de nitrogénio no plasma (NUP) nos tratamentos Controle (--O--
317 ) ou Consorcio de Bactérias e Leveduras (—@—). Setas: 07:00, 14:30 e 21:00 h
318  imediatamente pds ordenha, 09:00, 16:30 e 23:00 h duas horas apds a ordenha Valor
319 médio £ erro padrdo da média: Controle (22,1 + 0,78) e Consorcio de Bactérias e
320 Leveduras (20,1 £ 0,82). P = 0,08 para efeito de tratamento, P < 0,01 para efeito de hora
321 e P =0,14 para interagdo entre tratamento e hora. Opgéo Slice do SAS: P = 0,01, °P =
322 0,06 e °P=0,09.

323 DISCUSSAO
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O produto microbiano ndo teve composicdo constante ao longo do periodo
experimental. A concentracdo de bactérias e leveduras viaveis caiu entre as semanas 1 e
8. Essa queda pode ter ocorrido em decorréncia de uma reducao de substrato disponivel
e da formacao de produtos inibitdrios pelos proprios microrganismos ao longo do periodo
de armazenamento do produto. O produto foi caracterizado como uma mistura de
probioticos, entretanto a dose consumida de cada microrganismo ndo pdde ser
precisamente definida e aparentemente houve baixo consumo de leveduras.

O tratamento CBL reduziu a eficiéncia alimentar (LCE/CMS), por inducdo de
aumento maior no CMS do que na producéo de leite. O ganho em producéo de leite pode
ter sido direcionado pela maior secrecdo de lactose, um reconhecido regulador osmético
na secrecdo mamaria (Peaker, 1975), desde que a producdo de lactose no leite tendeu a
ser aumentada no tratamento CBL. O aumento acentuado na producéo de leite (dias 22 a
33) ocorreu anteriormente ao aumento acentuado no CMS (dias 27 a 38), sugerindo que
0 aumento no CMS foi uma consequéncia do aumento na demanda metabdlica para
lactacdo. Este resultado difere do obtido na metandalise de Desnoyer et al. (2009) sobre
suplementacdo de ruminantes (bovinos, ovinos, caprinos e bubalinos) com produtos a
base de leveduras (157 experimentos, 376 tratamentos), onde o ganho em producéo de
leite (+ 1,2 g/kg de PV) foi superior ao ganho em CMS (+ 0,44 g/kg de PV). Na metanalise
de Poppy et al. (2012) sobre o efeito de um produto baseado em leveduras mortas e seu
meio de cultivo (36 experimentos, 69 tratamentos) também foi observado maior resposta
em producao de leite do que em consumo de vacas leiteiras. Neste estudo (Poppy et al.,
2012) o ganho em producdo de leite em resposta ao prebidtico foi de 1,18 kg/d e 0 CMS
foi aumentado pelo aditivo em vacas em inicio da lactacdo (+ 0,62 kg/d) e foi reduzido
em vacas em meio-final da lactacdo (- 0,78 kg/d). A divergéncia entre o padrdo de
resposta em producdo de leite e CMS entre as metanalises avaliando a suplementacao
com leveduras e este experimento, sugere que a resposta animal neste experimento foi
majoritariamente direcionada pela suplementacdo com bactérias e/ou o meio de cultivo,
0 que € coerente a baixa contagem de leveduras no produto analisado.

O volume de informac&o sobre o efeito de probidticos bacterianos no desempenho
de ruminantes é bem menor que o disponivel para leveduras. Krehbiel et al. (2003)
concluiram com base em 5 experimentos (todos publicados apenas como resumo) onde

avaliou-se a resposta em desempenho de vacas em lactagdo a suplementacdo com
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bactérias ou bactérias associadas a fungos que pode ocorrer ganho em producéo de leite
de 0,75 a 2,0 kg/d ao uso de probidticos bacterianos, mas espera-se pouco efeito sobre a
composicao do leite, similarmente ao observado neste experimento.

O ganho em producao de leite e CMS no tratamento CBL néo foi associado a
diferenca acentuada na digestibilidade aparente de nutrientes no trato digestivo total. A
mistura de microrganismos tendeu a reduzir a digestibilidade da MO n&o-FDN, sem afetar
a digestibilidade do amido e da MO. Desde que o perfil proteico e lipidico das dietas CTL
e CBL eram semelhantes, supde-se que a menor digestibilidade da MO ndo-FDN pode
ter decorrido de queda na digestdo ruminal da fibra soltvel (pectina) ou de agucares.
Menor digestdo ruminal da MO ndo-FDN é coerente a tendéncia de queda na proporcao
molar de butirato dentre o total de acidos graxos volateis, ja que este acido é um produto
esperado da fermentacdo ruminal de acucares (Vallimont et al., 2004). Ac¢Ucares presentes
no meio de cultivo dos microrganismos podem ter tido menor digestibilidade que os
acucares presentes na dieta basal, induzido a queda na digestibilidade da MO ndo-FDN
no tratamento CBL, sem afetar a digestibilidade de outros carboidratos da dieta, apesar
de ter havido aumento numeérico (P = 0,20) biologicamente significativo (+ 4,1 unidades
de %) na digestibilidade da FDN. A suplementacdo de vacas leiteiras com leveduras
reduziu butirato no rimen (Salvati et al., 2015). Também houve tendéncia de queda na
concentracdo de protozoarios no rimen no CBL, coerente a menor fermentacdo ruminal
de acucares (Mackie et al., 1978). Hristov et al. (2001) observaram que a concentracdo
de protozoarios no ramen tem correlacdo positiva com a concentracdo de butirato no
fluido. Menor concentragdo de protozoarios no fluido ruminal € uma explicacao plausivel
para a queda no N-ureico no plasma no CBL, provavelmente por menor protedlise e
reciclagem de N no rumen (Veira, 1986). Ndo houve evidéncia de efeito do tratamento
sobre a eficiéncia energética da fermentacdo ruminal mensurada pela relacdo entre os
acidos acético e propibnico ou sobre a sintese de proteina microbiana, apesar de ter
ocorrido aumento numérico (P = 0,21) na excrecdo urinaria de alantoina no CBL. A
variacdo na digestibilidade da MO ndo-FDN, no perfil de fermenta¢do ruminal e na
concentracdo de protozoarios em resposta ao CBL tiveram baixo suporte estatistico,
questionando a relevancia destes fatores como determinantes do ganho em producédo de

leite e CMS. Estes achados séo coerentes aos de Raeth-Knight et al. (2007) e Souza et al.
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(2017) que avaliaram o efeito sobre a digestdo da suplementacdo de probio6ticos
bacterianos para vacas leiteiras.

A similaridade entre tratamentos na fermentacdo ruminal e na digestibilidade ¢é
coerente a auséncia de efeito de tratamento sobre a atividade de ruminagdo e a
seletividade por particulas, amido e FDN da dieta. Entretanto, houve efeito significativo
de tratamento sobre a propor¢do do consumo diario nos periodos do dia. Vacas no
tratamento CBL consumiram menos pela manha e consumiram mais a tarde que as vacas
no CTL, sem haver diferenca na duracdo da primeira refeicdo. Similaridade na duracao
da primeira refeicéo é coerente a semelhanca na propor¢cdo molar de propionato ruminal
entre tratamentos. Propionato é um importante regulador de saciedade em ruminantes
(Allen, 2000). Santos et al. (2017) observaram que vacas leiteiras alimentadas com
silagem de cana inoculada com Lactobacillus hilgardii ou L. buchneri tiveram maior
proporcao de butirato na fermentacdo ruminal, maior proporcdo do consumo diario pela
manha e aumento na duracdo da primeira refeicdo, sem ocorrer diferenca na duragdo dos
comportamentos de ingestdo e ruminagdo. Semelhantemente ao observado neste
experimento, a proporcdo molar de butirato no rimen teve relacionamento positivo com
a proporcao diaria do consumo pela manha.

CONCLUSOES

A suplementacdo com CBL induziu maior aumento no CMS do que na produgéo
de leite, 0 que resultou na diminuicdo da eficiéncia alimentar, e teve efeitos sobre a
digestibilidade de nutrientes e a fermentacdo ruminal.
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RESUMO - Avaliou-se a suplementacdo de vacas leiteiras com aditivo liquido contendo
bactérias laticas, bactérias formadoras de esporos e leveduras (CBL). Vinte e seis vacas
Holandesas foram alimentadas individualmente com os tratamentos controle ou CBL (3,5
mL/kg de matéria seca) por 56 dias. O CBL aumentou as temperaturas retal e da pele e a
taxa de sudorese, mas nao afetou a frequéncia respiratoria. O tempo diario em decubito
foi reduzido pelo CBL. A resposta imune a vacinagdo contra virus/leptospirose no dia 36
(DO) foi avaliada. A interleucina (IL)-4 no soro tendeu a ser reduzida pelo CBL no DO e
ndo diferiu nos dias 7 (D7) e 14 (D14) po6s-vacinac¢do. A 1L-12 foi reduzida pelo CBL no
D7 e ndo diferiu no DO e D14. Néao houve diferenga no interferon gamma e na IL-10. No
DO, CBL tendeu a aumentar mondécitos como proporcao dos leucécitos. A contagem de
células somaticas do leite (CCS) foi aumentada (P = 0,03) de 49.500 para 67.000
células/mL pelo CBL. O aumento na producdo de leite e no consumo em resposta ao CBL
foi associado ao aumento na temperatura corporal e na sudorese, sem afetar a respiracao,

alteracdo nos marcadores de imunidade e aumento na CCS de vacas com baixa CCS.

Palavras-chave: contagem de células somaéticas, resposta imune, levedura, probidtico,

temperatura corporal

ABSTRACT - This experiment evaluated the supplementation of dairy cows with a liquid
aditive containing lactic acid bacteria, spore-forming bacteria, and yeast (CBL). Twenty-
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six Holstein cows were individually fed treatments control or CBL (3.5 mL/kg of dry
matter) for 56 days. The CBL increased rectal and skin temperatures and sweating, but
did not affect the respiratory frequency. Immune response to a virus/leptospirosis vaccine
on day 36 (D0) was evaluated. Serum interleukin (IL)-4 tended to be reduced by CBL on
DO and did not differ on days 7 (D7) and 14 (D14) post-vaccination. The IL-12 was
reduced by CBL on D7 and did not differ on DO and D14. Interferon gamma and 1L-10
did not differ. On DO, CBL tended to increase monocytes as a proportion of leukocytes.
Milk somatic cell count (SCC) was increased (P = 0.03) from 49,500 to 67,000 cells/mL
by CBL. The increase in milk yield and intake in response to CBL was associated to
increased body temperature and sweating, with no effect on respiration, alteration in

immunity markers, and increased SCC of cows with low SCC

Keywords: body temperature, direct-fed microbial, immune response, probiotic, somatic

cell count

INTRODUCAO

Aditivos microbianos tém sido utilizados como alternativa aos antibidticos
promotores de desempenho, sendo coerentes a tendéncia naturalista dos consumidores de
produtos de origem animal. Microrganismos vivos (probi6ticos) ou inativos e seus
produtos metabdlicos e meio de cultivo (prebidticos) sdo aditivos capazes de atuar como
promotores da digestdo de nutrientes e controle de acidose ruminal em ruminantes
(Chaucheyras-Durand et al., 2008; Seo et al., 2010). O efeito positivo sobre o desempenho
de vacas leiteiras de aditivos microbianos a base de leveduras (Desnoyers et al., 2009;
Poppy et al., 2012) e/ou bactérias (Krehbiel et al., 2003; Souza et al., 2017) tem sido
demonstrado.

Recentemente foi observado que a suplementagdo com leveduras vivas e mortas
pode aumentar a sintese ruminal de niacina (Salvati et al., 2015; Dias et al., 2018), capaz
de ter efeito positivo sobre a circulacdo periférica e a perda evaporativa de calor
metabolico (Zimbelman et al., 2010). Por este mecanismo, leveduras podem induzir
ganho na eficiéncia alimentar (leite/consumo), por reducdo na exigéncia nutricional para
manutencdo da homeotermia. Polissacarideos da parede celular de leveduras também tém
potencial para atuar positivamente sobre a funcdo imune de vacas leiteiras (Zaworski et

al., 2014), auxiliando no controle da mastite e da contagem de celulas somaticas (CCS)
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do leite (Oliveiraet al., 2010; Nocek et al., 2011; Zaworski et al., 2014, Yuan et al., 2015,
Silva, 2018), e podem ter acdo adjuvante nas vacinaces (Valdez et al., 2014). A
superficie do trato digestivo faz parte do sistema imune comum das mucosas que inclui
também o trato respiratorio e as glandulas lacrimais, salivares e mamaria,
consequentemente uma resposta imune iniciada por probidticos no tecido linfoide do trato
digestivo pode afetar a resposta imune em outras superficies mucosas (Isolauri et al.,
2001). Probidticos bacterianos podem estimular os mecanismos enddgenos de defesa de
animais, podendo amplificar a resposta imune humoral e estimular a resisténcia ndo
especifica a patdgenos microbianos (Perdigén et al., 1998), sendo o efeito dependente da
espécie e cepa do microrganismo.

Foi previamente relatado (Resende et al., 2019) que um produto comercial
contendo uma mistura de bactérias laticas, bactérias formadoras de esporos e leveduras
cultivadas em consércio aumentou o consumo de matéria seca (CMS) mais do que
aumentou a producéo de leite, reduzindo a eficiéncia alimentar de vacas leiteiras, e teve
algum efeito sobre a fermentacdo ruminal e a digestibilidade de nutrientes. Neste artigo
sera relatado o efeito do mesmo produto sobre a temperarura corporal e a imunidade.
Nossa hipotese foi a de que os microrganismos suplementados pela dieta atuariam
positivamente sobre a imunidade e reduziriam a temperatura corporal de vacas em
lactacdo.

MATERIAL E METODOS

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
da Universidade Federal de Lavras (075/17). Detalhes metodoldgicos sdo relatados em
Resende et al. (2019). Resumidamente, 26 vacas Holandesas (185 + 141 dias em lactacéo)
receberam uma dieta de padronizacdo por 14 dias e foram blocadas por paridade e
producdo de leite e a alocadas a um tratamento por 56 dias: Controle (CTL) ou Consércio
de Bactérias e Leveduras (CBL. 3,5 mL/kg de MS da dieta. Global Salude, Pouso Alto,
Brasil/SCD Probiotics, Kansas City, EUA). De acordo com o fabricante, o produto
liquido era composto por Bacillus subtilis, Bifidobacterium animalis, Enterococcus lactis,
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus casei, Saccharomyces
cerevisiae, e outros microrganismos nao relatados.

As vacas foram ordenhadas 3 x/dia e foram alimentadas individualmente. Nos

ultimos quatro dias do periodo de padronizacdo, amostras de leite foram coletadas para
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avaliacdo da contagem de celulas sométicas (CCS), que foi utilizada como covariavel no
modelo estatistico. Amostras de leite também foram coletadas nos dias 6 e 7 de cada
semana experimental (1 a 8). As amostras foram armazenadas em frascos contendo 2-
bromo-2-nitropropano-1-3-diol e foram mantidas sob refrigeracdo por no maximo 2 dias
até serem enviados para um laboratério comercial (Laboratério Centralizado da
Associacdo Paranaense de Criadores de Bovinos da Raga Holandesa, APCBRH, Curitiba,
Brasil). A contagem de células somaticas foi feita por espectrometria de infravermelho
(Bentley Instruments Inc., Chaska, EUA). A CCS (x 1.000 celulas/mL) foi transformada
em uma escala linear de 0 a 9 (CCS linear), sendo o ponto médio de cada escore linear
representado pelos seguintes valores de CCS: 12,5 para CCS linear 0; 25 para CCS linear
1; 50 para CCS linear 2; 100 para CCS linear 3; 200 para CCS linear 4; 400 para CCS
linear 5; 800 para CCS linear 6; 1600 para CCS linear 7; 3200 para CCS linear 8 e 6400
para CCS linear 9. A CCS linear foi calculada a partir do logaritmo natural da CCS
mensurada (x 1.000 células/mL) e os valores médios de CCS de cada escore. CCS linear
=-3,6438 + 1,4427 x Ln(SCC). Valores negativos foram arredondados para zero.

As temperaturas retal e da pele e a frequéncia respiratoria foram mensuradas nos
dias 4 e 7 de cada semana experimental iniciando as 09:00, 15:30 e 22:00 h. Foram
utilizados termémetros digitais para registrar a temperatura retal (Omron. MC-245.
Dongbei. Dalian, China). A frequéncia respiratdria (/min) foi determinada como a média
de trés contagens consecutivas do movimento do flanco por 15 segundos e extrapolada
para 1 min. Uma area de 4 x 4 cm foi tricotomizada na regido escapular um dia antes da
mensuracdo da temperatura da pele com um termometro infravermelho (88E. HighMed.
Séao Paulo, Brasil). O tempo em decubito de cada vaca foi registrado no dia 51 do periodo
experimental por observacao visual em intervalos de 5 min por 24 h.

A sudorese foi avaliada no dia 7 de cada semana experimental as 16:00 h. A
técnica colorimétrica utilizou discos de papel corados com cloreto de cobalto (Schleger e
Turner, 1965). O papel de filtro (Whatman 1, 11 um de porosidade) foi imerso numa
solucdo de cloreto de cobalto a 10% e depois foi seco em estufa a 100°C por 12 h. Trés
discos (0,5 cm de diametro) foram fixados em laminas histoldgicas com fita adesiva
transparente. As laminas com os discos foram imediatamente colocadas em um recipiente
com tampa contendo silica. Uma area retangular de 3 x 10 cm foi tricotomizada um dia

antes da avaliagcdo. As mensuragdes foram obtidas no flanco esquerdo (fossa paralombar),
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20 cm abaixo do lombo. A fita com os discos foi fixada sobre a &rea de amostragem. O
tempo para cada disco mudar da cor azul para rosa claro foi cronometrado e o valor médio
foi utilizado para calcular a sudorese (g/m?/h): 38.446,6/T, onde T é tempo em segundos.

Amostras de sangue para analise de glicose foram obtidas nos vasos coccigeos 12
h apds a alimentagdo da manhd no dia 6 de cada semana com tubos vacutainer contendo
EDTA e fluoreto de potéassio. O plasma foi obtido por centrifugacdo a 1.800 x g por 10
min e armazenado a -20°C até andlise (Glicose Enzimatica Liquida. Doles Reagentes para
Laboratorios, Goiania, Brasil).

Foi avaliada a resposta imune a um desafio vacinal contra rinotraqueite infecciosa
bovina, diarreia viral bovina, parainfluenza tipo 3, virus sincicial respiratorio bovino e
leptospirose causada por Leptospira canicola, L. grippotyphosa, L. hardjo, L.
icterohaemorrhagiae e L. Pomona (CattleMaster GOLD FP 5/L5. Zoetis Industria de
Produtos Veterinarios, Campinas, Brasil) no dia 36. Os animais eram rotineiramente
vacinados a cada 6 meses. Amostras de sangue foram obtidas dos vasos coccigeos para a
analise do hemograma completo antes da vacinacdo (Dia 0) e 7 dias ap6s (Dia 7). As
amostras foram coletadas em tubos vacutainer contendo EDTA e encaminhadas para
analise em laboratério comercial (Laboratério Santa Cecilia, Lavras, Brasil). As
concentracfes de hemadcias, hemoglobina, hematécrito, amplitude de distribuicdo dos
glébulos vermelhos, plaquetas, leucdcitos totais e a contagem diferencial de células foram
obtidas por um analisador automatico (Modelo pocH-100iV Diff. Sysmex, Kobe, Japéo).
As contagens foram confirmadas através de contagem microscopica de esfregaco em
lamina. O volume corpuscular médio foi calculado como: (hematécrito/hemécias) x 10.
Hemoglobina corpuscular média foi calculada como: (hemoglobina/hemacias) x 10.
Concentracdo de hemoglobina corpuscular média foi calculada como:
(hemoglobina/hematdcritos) x 100.

Amostras de sangue foram obtidas para mensuracgdo de citocinas séricas nos dias
0, 7 e 14 ap06s a vacinacdo em tubos vacutainer sem anticoagulante. As amostras de soro
foram armazenadas a -20°C até andlise. A concentragdo de citocinas sericas foi
mensurada utilizando kit ELISA para Interleucina (IL)-4 (Bovine IL-4; Cat. No. B10014.
NeoBiolab, Neo Group Inc., Woburn, EUA), IL-12 (Bovine IL-12; Cat. No. BI10040.
NeoBiolab, Neo Group Inc., Woburn, EUA), interferon gamma (IFN-y. Bovine IFN-y;
Cat. No. EB1000. FineTest, Wuhan Fine Biotech Co., Wuhan, China) e IL-10 (Bovine
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IL-10; Cat. No. EBO075. FineTest, Wuhan Fine Biotech Co., Wuhan, China). A leitura
foi realizada por um espectrofotometro Multiskan GO (Thermo Scientific, Waltham,
EUA) a um comprimento de onda de 450 nm.

Os dados obtidos ao longo do tempo foram analisados com o0 PROC MIXED do
SAS (Statistical..., 2011). A temperatura retal e a da pele e a frequéncia respiratoria foram
analisadas com modelo estatistico contendo o efeito aleat6rio do bloco (1 a 13), os efeitos
fixos de tratamento (CTL ou CBL) e tempo (dias 1 a 16), e a interacéo entre tratamento e
tempo. O efeito de vaca aninhada em tratamento foi definido como medida de erro para
testar o efeito de tratamento. Para a analise da CCS linear ao longo do tempo foi acrescido
ao modelo anterior o efeito de covariavel (medida da CCS linear no final do periodo de
padronizacdo). Para cada variavel, a melhor estrutura de covariancia foi definida pelo
critério Bayesiano de Schwarz entre autoregressiva de primeira ordem e simetria
composta. As varidveis imunoldgicas foram analisadas por dia de amostragem com
modelo contendo o efeito aleatdrio de bloco (1 a 13) e o efeito fixo de tratamento (CTL
ou CBL). Os graus de liberdade foram calculados usando a opcdo Kenward-Roger. A
frequéncia de temperatura retal > 39,2°C foi analisada com o procedimento GENMOD
usando regressao logistica para dados binomiais. A significancia foi declarada a P < 0,05
e as tendéncias a 0,05 < P <0,10.

RESULTADOS
A CCS linear do leite esta representada na Fig. 1. A CCS linear foi inferior a 3,0
durante todo o experimento, 0 equivalente a < 100.000 células/mL, denotando que as
vacas tinham baixa CCS. As vacas suplementadas com CBL tiveram um aumento (P =
0,03) de 17,500 células/mL no equivalente da CCS linear comparado ao CTL. A resposta
em CCS foi rapida (semana 1), mas ndo foi observada nas semanas 7 e 8 do periodo

experimental.
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28 T
2,6 +
24 +
22 +

2,0 +

CCS linear, 0 a 9

1.8 +

1,6

Semana

Figura 1. Contagem de células sométicas linear (CCS linear) nos tratamentos Controle (
--0--) ou Consorcio de Bactérias e Leveduras (—®—). Média + Erro padrdo das médias:
Controle (1,99 *= 0,148) e Consorcio de Bactérias e Leveduras (2,42 + 0,156).
Equivaléncia do escorre linear: 1,99 = 49.500 células/mL e 2,42 = 67.000 células/mL. P
= 0,03 para efeito fixo de tratamento, P < 0,01 para efeito fixo de semanae P = 0,71 para
interacdo entre tratamento e semana. Opgao Slice do SAS: 2P < 0,05, °P = 0,10 e °P =
0,13.

A temperatura retal e a da pele e a frequéncia respiratoria estdo na Tab. 1. O
tratamento CBL aumentou (P < 0,02) a temperatura retal as 09:00 h (+ 0,2°C), 15:30 h e
22:00 h (+ 0,3°C) e tendeu a aumentar a temperatura da pele as 09:00 h (P = 0,10) e
aumentou (P = 0,02) as 22:00 h (+ 0,04°C). Nao houve efeito de tratamento sobre a
frequéncia respiratodria.

Tabela 1. Temperaturas retal e da pele e frequéncia respiratéria nos tratamentos Controle
(CTL) ou Consorcio de Bactérias e Leveduras (CBL)

Tratamentos P
CTL CBL EPM? Tratamento Tratamento x Dia

Retal,? °C
09:00 h 38,1 38,3 0,05 <0,01 0,52
15:30h 38,5 38,8 0,07 0,01 0,54
22:00h 38,2 38,5 0,07 0,02 0,69

Pele,2°C
09:00 h 33,8 34,1 0,13 0,10 0,54
15:30h 35,0 35,2 0,13 0,23 0,92
22:00 h 34,7 35,1 0,12 0,02 0,80

Frequéncia respiratoria,? /min

09:00 h 48 51 2,2 0,34 0,71
15:30 h 57 58 2,8 0,74 0,96
22:00 h 54 54 2,3 0,86 0,65

Erro padrdo das médias
2P < 0,05 para efeito fixo de dia (dia 4 ¢ 7 de cada semana experimental = 16 mensuracdes)

A suplementacdo com CBL aumentou a proporcéo de vacas com temperatura retal
(Tab. 2) acima de 39,2°C as 15:30 h (P < 0,01) e 22:00 h (P = 0,02), mas ndo afetou a
proporcdo de vacas com alta temperatura retal pela manhd (P = 0,95). O limite de
temperatura de 39,2°C foi utilizado como indicador de estresse térmico (Rhoads et al.,

2009). As vacas suplementadas com CBL também tiveram menor (P = 0,04) tempo de
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decubito (Fig. 2) e maior (P < 0,05) sudorese nas semanas 4 e 5 do experimento (Fig. 3)
do que as vacas no CTL. A concentracdo de glicose no plasma ndo diferiu (P = 0,59) nas

8 semanas do experimento (Fig. 4).

Tabela 2. Proporc¢éo de vacas com temperatura retal > 39,2°C as 09:00 h, 15:30 h e 22:00
h nos tratamentos Controle (CTL) ou Consércio de Bactérias e Leveduras (CBL).
Observagdes/tratamento: CTL =208 e CBL = 192

CTL CBL Est* EP? RL IC 95%° P
09:00 h 05 0,5 0,08 141 1,08 0,06 17,44 0,95
15:30 h 6,3 18,2 1,20 0,342 3,34 1,71 6,53 <0,01
22:00 h 1,4 6,3 1,52 0,653 4,55 1,26 16,40 0,02

!Estimativa do parametro gerado com o procedimento GENMOD do SAS usando regressdo logistica para dados binomiais. CTL é
zero

2Erro padréo da estimativa

3Intervalo de confianga de 95% para risco relativo

900 T

850 T

800 1 1
750 +
700 +

650 T

Tempo de dectbito, min/d

600

CTL CBL
Figura 2. Tempo de decubito das vacas nos tratamentos Controle (CTL) ou Consorcio de
Bactérias e Leveduras (CBL). P = 0,04 para efeito fixo de tratamento.

120 T
110 +

100 T
9 T
8¢ +

Sudorese, g/m*h

70 +
60 +
50 +

40 U

Semana

Figura 3. Sudorese nos tratamentos Controle () ou Consdrcio de Bactérias e Leveduras
(@) as 16:00 h. Valor médio + EPM: Controle (77,11 + 3,669 g/m?/h) e Consorcio de
Bactérias e Leveduras (84,39 + 3,819 g/m?/h). P = 0,17 para efeito fixo de tratamento; P
= 0,09 para efeito fixo de semana e P = 0,07 para interagdo tratamento e semana. P =
0,05, °P = 0,01.
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Glicose, mg/dL

Semana
Figura 4. Concentracéo de glicose no plasma nos tratamentos Controle (O) ou Consorcio
de Bactérias e Leveduras (B). Média + Erro padrdo da média: Controle (65,8 + 1,81
mg/dL) e Consorcio de Bactérias e Leveduras (67,4 + 1,89 mg/dL). P = 0,59 para efeito
fixo de tratamento, P < 0,01 para efeito fixo de semana e P = 0,85 para interacdo entre
tratamento e semana.

N&o houve efeito de tratamento (P > 0,13) sobre a concentracdo de hemécias,
hemoglobina, hematdcrito, volume corpuscular médio, hemoglobina corpuscular média,
concentracdo de hemoglobina corpuscular média e amplitude de distribuicéo dos globulos
vermelhos (Tab. 3). O leucograma esta descrito na Tab. 4. Mondcitos como proporgao
dos leucdcitos totais antes da vacina tendeu ser mais alto (P = 0,10) nas vacas do
tratamento CBL.

Tabela 3. Concentracdo de hemacias, hemoglobina, hematdcrito, volume corpuscular
médio, hemoglobina corpuscular média, concentracdo de hemoglobina corpuscular média
e amplitude de distribuicdo dos glébulos vermelhos antes da vacinagdo (Dia 0) e 7 dias
pos-vacinacdo (Dia 7) nos tratamentos Controle (CTL) ou Consorcio de Bactérias e
Leveduras (CBL). Vacinagdo no dia 36 do periodo experimental

CTL CBL EPM?* P
Hemacias, /mm?®
Dia0 6,1 6,3 0,15 0,27
Dia 7 6,1 6,4 0,16 0,21
Hemoglobina, g/dL
Dia0 9,4 9,7 0,25 0,33
Dia7 9,3 9,7 0,27 0,26
Hematdcrito, %
Dia0 27,2 28,5 0,63 0,16
Dia 7 26,8 28,4 0,72 0,13
Volume corpuscular médio, fL
Dia0 44,6 45,0 0,64 0,59
Dia7 44,1 44,6 0,63 0,57
Hemoglobina corpuscular média, pg
Dia0 15,4 15,3 0,22 0,93
Dia7 15,3 15,3 0,21 0,96
Concentracéo de hemoglobina corpuscular média, %
Dia0 34,5 34,1 0,34 0,35
Dia7 34,7 34,3 0,31 0,35
Amplitude de distribuicéo dos glébulos vermelhos, %
Dia0 18,6 18,8 0,37 0,79
Dia7 18,9 18,7 0,40 0,77

Erro padrdo das médias
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Tabela 4. Concentracdo de plaquetas, leucdcitos, linfocitos, mondcitos e segmentados
antes da vacinacgdo (Dia 0) e 7 dias pds-vacinacao (Dia 7) nos tratamentos Controle (CTL)
Consorcio de Bactérias e Leveduras (CBL). Vacinacdo no dia 36 do periodo experimental

CTL CBL EPM! P
Plaguetas, 103/mm?
Dia0 297,8 2442 26,52 0,17
Dia7 306,5 323,8 25,97 0,55
Leucdcitos, 10%/mm?
Dia0 20,0 18,6 3,28 0,77
Dia7 19,3 16,6 3,58 0,60
Linfocitos, 103/mm?
Dia0 13,6 13,0 2,91 0,88
Dia7 14,5 16,5 4,27 0,74
Linfocitos, % dos leucécitos
Dia 0 63,9 66,3 3,67 0,65
Dia7 68,3 68,9 4,24 0,92
Mondcitos, 10%/mm?
Dia 0 0,85 1,05 0,25 0,59
Dia7 0,64 0,82 0,25 0,61
Monécitos, % dos leucécitos
Dia0 38 57 0,83 0,10
Dia7 2,8 2,9 0,53 0,85
Segmentados, 103/mm?
Dia0 52 4,2 0,59 0,19
Dia7 3.8 54 1,29 0,40
Segmentados, % dos leucdcitos
Dia 0 30,9 25,8 3,59 0,33
Dia7 25,9 24,7 3,97 0,82

Erro padrdo das médias

A concentracdo de citocinas séricas é relatada na Tab. 5. Houve tendéncia (P =
0,10) de queda na IL-4 antes da vacinagdo e queda (P = 0,02) de IL-12 7 dias pds-
vacinagao nas vacas suplementadas com CBL. A IL-4 n&o diferiu (P > 0,26) nos dias 7 e
14 pos-vacinacdo, nem a IL-12 nos dias 0 e 14 (P > 0,27). N&o houve diferenga (P > 0,20)
no IFN-y e na IL-10.

Tabela 5. Concentragdo de citocinas séricas antes da vacinacdo (Dia 0) e nos dias 7 (Dia
7) e 14 (Dia 14) p6s-vacinacao nos tratamentos Controle (CTL) ou Consércio de Bactérias
e Leveduras (CBL). Vacinacdo no dia 36 do periodo experimental

CTL CBL EPM! P
Interleucina 4, pg/mL
Dia0 858,6 778,8 38,16 0,10
Dia7 835,6 778,7 37,64 0,28
Dia 14 826,0 774,1 33,45 0,26
Interferon gamma, pg/mL
Dia0 873,7 7817 84,91 0,43
Dia7 703,9 697,7 65,90 0,95
Dia 14 560,8 576,7 45,19 0,81
Interleucina 10, pg/mL
Dia0 7,6 8,6 1,38 0,82
Dia7 20,5 22,2 5,24 0,76
Dia 14 12,9 13,0 1,01 0,20
Interleucina 12, pg/mL
Dia0 670,5 628,0 36,16 0,27
Dia7 709,1 611,2 47,37 0,02
Dia 14 764,9 746,7 42,92 0,74

Erro padrdo das médias

DISCUSSAO
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A suplementagdo com CBL aumentou a CCS do leite de 49.500 para 67.000
celulas/mL, ambos os teores ainda baixos e ndo indicativos de mastite subclinica
(Harmon, 1994). Variagbes na CCS dependem, principalmente, do recrutamento de
leucdcitos do sangue para o tecido mamario e para o leite (Burvenich et al., 1994), que
ocorrem em resposta ao reconhecimento de padrées moleculares associados a patdgenos
(PAMPSs) que ocorre ap0s 0s microrganismos atravessarem as barreiras externas e pode
desenvolver uma reacgdo inflamatoria como consequéncia da ativacdo do sistema imune
inato (Akira et al., 2006). O produto utilizado neste estudo, por ser composto por bactérias
e leveduras, € rico em PAMPs, o que justifica 0 aumento da CCS pela ativacdo da
imunidade inata e recrutamento de leucdcitos. Contudo a resposta iniciada nao
comprometeu os padrdes de desempenho do rebanho. Tem sido sugerido que a CCS muito
baixa pode facilitar a infeccdo por patdgenos na glandula mamaria, aumentando a
suscetibilidade a mastite clinica (Schukken et al., 1989; Rainard et al., 2018). Neste
experimento, o aumento na CCS em resposta ao CBL parece refletir ganho na imunidade
da glandula maméria e foi associado a maior producéo de leite e de lactose (Resende et
al., 2019).

Dentre os marcadores imunes avaliados, mondcitos como proporcdo dos
leucdcitos do sangue imediatamente antes da vacinacédo (dia 36 do experimento) tenderam
a ser maior nas vacas suplementadas com CBL do que no CTL. Os fagbcitos
mononucleares estdo entre as células mais importantes na resposta imunolégica, sendo
importantes efetores do inicio ao final da resposta imune (Rainard e Riollet, 2006). Ap6s
o0 desafio imune, o estimulo imunogénico presente na vacina nivelou o recrutamento de
todos os leucdcitos. Silva (2018) observou que em vacas leiteiras a suplementacdo com
células vivas de 2 cepas de S. cerevisiae reduziu a CCS do leite de 384.000 células/mL
para 225.000 e 258.000 células/mL, associado a reducdo no teor de mondcitos no sangue.
Estes dados sugerem haver um relacionamento positivo entre o teor de mondcitos no
sangue e a CCS do leite.

Imediatamente antes da vacinacdo também houve tendéncia de menor
concentragdo sérica da citocina IL-4 nos animais suplementados com CBL. Como a IL-4
é uma citocina anti-inflamatdria, é provavel que a menor concentracao tenha propiciado
0 aumento da CCS detectado nas vacas que receberam CBL. Segundo Winkler et al.

(2007), citocinas do tipo Th2, como a IL-4, aumentam a imunidade humoral e ativam os
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eosinofilos e os mastocitos e estdo relacionadas com a produgdo de anticorpos IgE. A
concentracéo de IL-4 foi praticamente constante nos 3 dias de amostragem e ndo houve
efeito de tratamento nos dias 7 e 14 pos-vacinacdo. Estes dados sugerem que o CBL
tornou o perfil de resposta imune antes da vacina¢do menos Th2, mas nao afetou esta
caracteristica da resposta imune ap6s a vacinagdo. Diferentemente do aqui observado, a
concentragdo de IL-4 no soro de vacas leiteiras aumentou abruptamente no dia 7 e se
manteve alta até o dia 15 pos-vacinacao contra raiva (Silva, 2018), sugerindo que o perfil
da resposta imune a vacinacdo depende do tipo da vacina utilizada.

As vacas suplementadas com CBL foram aparentemente mais lentas no aumento
da IL-12 apds a vacinagao do que as vacas no CTL, ja que tiveram menor concentragdo
sérica de IL-12 no dia 7 ap0s a vacinacdo. Uma resposta mais lenta a um desafio vacinal
pode ser desejavel para ndo afetar o desempenho do animal, uma vez que durante uma
resposta inflamatoria exacerbada pode desencadear reacdes febris (Winkler et al., 2007).
A 1L-12 foi mais baixa no dia 0 do que no dia 14, mas ndo houve diferenca entre
tratamentos nestes dias de amostragem. N&o houve efeito de tratamento sobre a
concentracdo sérica de IFN-y em nenhum dos dias de amostragem. A secrecdo de
citocinas pro-inflamatdrias, que caracteriza o tipo de resposta imune Thl, como a IL-12
e IFN-y, pode induzir a producdo de proteinas de fase aguda ou quimiocinas, provocar
reacOes febris e desencadear o recrutamento de células inflamatdrias para os tecidos,
incluindo neutréfilos e mondcitos (Winkler et al., 2007). O aumento na concentracdo de
IL-12 apds a vacinacgdo é coerente a ocorréncia de perfil de resposta imune Thl, mas a
queda pos-vacinal no IFN-y ndo suporta o estabelecimento deste perfil de resposta imune
a vacina. Era esperado que o IFN-y tivesse 0 mesmo comportamento da IL-12. Segundo
Trinchieri (1997) a producdo de IL-12 é seguida e € necessaria para o inicio da producéo
de IFN-y, entretanto essa resposta ndo pode ser observada até 21 dias apds a vacinacao.
Silva (2018) também ndo observou efeito da suplementacdo de vacas leiteiras com
leveduras sobre a concentragdo sérica de IFN-y antes, 7 e 15 dias ap0s vacinagao anti-
rébica, mas a vacina também induziu queda na concentracdo sérica desta citocina.

A 1L-10, outra citocina do perfil Th2 (Carrol e Forsberg, 2007), teve aumento
abrupto 7 dias ap0s a vacinacao e retornou a nivel pouco acima do basal no dia 14 apos a
vacinagao, mas a concentracao sérica ndo variou entre os tratamentos. Assume-se que as

producdes de IL-10 e IL-12 s&o reguladas reciprocamente (Ma et al., 2015). Entretanto,
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ndo houve relacionamento inverso entre as concentracbes de IL-10 e IL-12, j& que o
aumento abrupto de I1L-10 no dia 7 p6s-vacinagdo ndo foi acompanhado por queda de IL-
12 nos dias 7 ou 14.

A suplementacdo com CBL aumentou a temperatura corporal o reduziu o tempo
di&rio em decubito, sugestivo de desconforto térmico (Allen et al., 2015). Entretanto, ndo
houve efeito do tratamento sobre a frequéncia respiratria e 0 aumento na temperatura
corporal foi associado a maior consumo de matéria seca e producao de leite (Resende et
al., 2019). A similaridade na gasometria venosa suporta a falta de efeito de tratamento
sobre a respiracdo (Collier et al., 1982). Estes sinais sugerem que apesar de ter ocorrido
aumento na temperatura do corpo no CBL, os animais ndo tiveram estresse calorico
acentuado. O aumento na sudorese nas semanas 4 e 5 do experimento pode ter decorrido
do efeito dos microrganismos suplementados sobre a funcdo ruminal e a vasodilatacdo
periférica (Salvati et al. 2015; Dias et al., 2018). As semanas de aumento significativo na
sudorese também foram as semanas onde o CBL aumentou o leite e o consumo
relativamente ao CTL (Resende et al., 2019). Aumento na sudorese parece ter precedido
0 aumento da frequéncia respiratdria como mecanismo para aumentar a dissipacdo de
calor metabdlico e foi aparentemente suficiente para manter a temperatura corporal dentro
de limites fisiol6gicos capazes de ndo penalizar o consumo e o desempenho leiteiro. Neste
caso, a perda evaporativa de calor por sudorese pode ter reduzido levemente a exigéncia
nutricional de mantenca para manutencdo da homeotermia, disponibilizando mais glicose
para a sintese de lactose no leite, sem afetar o teor de glicose no sangue. O aumento na
producdo de leite precedeu 0 aumento no consumo, sugerindo que o maior consumo foi
consequéncia da maior producdo (Resende et al., 2019). O maior consumo e metabolismo
de nutrientes pode ter induzido o ganho em temperatura do corpo e foi associado a maior
desempenho leiteiro.

CONCLUSOES

A suplementacdo de vacas leiteiras com bactérias e leveduras aumentou a
temperatura corporal e a sudorese, sem afetar a frequéncia respiratoria, teve efeito sobre
alguns marcadores da resposta imune e aumentou a CCS do leite de vacas com baixa

CCS, sugerindo que houve ganho em imunidade da glandula mamaria.
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