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1. INTRODUCAO

Os probidticos modulam o sistema imune do hospedeiro promovendo
beneficios a saude e a prevencao de certas doencas (BANAN-MWINE DALIRI &
LEE, 2015). Sdo microrganismos vivos que, quando ingeridos em quantidades
adequadas, conferem efeitos benéficos a saude do hospedeiro (HILL et al., 2014;
FAO/WHO, 2002). Saccharomyces boulardii € uma levedura ndo patogénica que
possui propriedades probidticas e é amplamente utilizada para humanos e
animais (JAWHARA & POULAIN, 2007). Os probiéticos sédo considerados seguros
para animais e produzem nutrientes e fatores de crescimento que podem modular
o equilibrio e as atividades da microbiota intestinal, provendo beneficios na saude
e na nutricdo animal (ABD EL-TAWAB et al., 2016).

O Clostridium chauvoei €é uma bactéria Gram-positiva, histotdxica,
anaerodbica, formadora de enddsporos, altamente patogénica, que causa O
carbunculo sintomatico. O carbunculo Sintoméatico € uma doenca grave de
bovinos, ovinos e outros ruminantes domésticos levando a importantes perdas
econbmicas (GROSETH ET AL., 2011; NAGANO et al., 2008;). A patogénese do
carbanculo sintoméatico é amplamente desconhecida, mas acredita-se que
esporos de C. chauvoei do ambiente que s&o ingeridos no intestino sdo
fagocitados e entdo transportados pelos macrofagos para os musculos, onde
permanecem em estado latente. A profilaxia e o controle desta enfermidade séo
realizados mundialmente pela vacinagcdo com preparacdes contendo bactérias
inteiras inativadas e toxéides (UZAL, 2012).

O S. boulardii modula a resposta imune ampliando e aprimorando a eficacia
de vacinas convencionais, recombinantes e de DNA em ovinos, suinos e murinos
(ROOS et al., 2018; 2012; SILVEIRA et al., 2017;).

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da resposta imune de uma vacina
contra C. chauvoei com suplementacdo de S. boulardii durante 5 dias antes da
primeira e segunda vacina¢cado em ovinos.

2. METODOLOGIA

O probidtico Saccharomyces boulardii utilizado neste estudo faz parte da
colecdo de microrganismos do Laboratério de Microbiologia do Nducleo de
Biotecnologia da Universidade Federal de Pelotas (UFPel). A levedura S. boulardii
foi semeada em meio de cultivo contendo extrato de levedura, peptona
bacteriologica e dextrose (YPD) acrescido de 2% de agar e incubadas durante 72
horas a 28 °C. ApGs crescimento, 3 coldnias foram inoculadas em Erlenmeyers de
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500 mL, contendo 150 mL de meio YPD liquido e incubados em agitador orbital &
200 rpm durante 24 horas. Estes cultivos foram inoculados em biorreator (Braun
Biotech International CERTOMAT®) contendo 9 L de meio YPD com 60% de
oxigénio dissolvido no meio. A agitacéo foi mantida a 200 rpm e a temperatura a
28 °C durante 72 horas. Ao final do cultivo o conteddo foi centrifugado em
centrifuga Sorvall® RCTM a 5000 x g durante 20 minutos a 4 °C e concentrado a
um volume de 1L de PBS. A concentracdo de S. boulardii obtida nestes cultivos
foi de aproximadamente 2 x 109 UFC/mL.

Foram utilizadas 16 ovelhas da raca Corriedale, fémeas, adultas, divididas
em dois grupos experimentais contendo 8 animais em cada, denominados: Sb (S.
Boulardii) e controle. Todos os animais foram mantidos em pastagem natural. O
grupo Sb recebeu diariamente uma suspensédo de 30 mL de PBS contendo 3 x
10® UFC de S. Boulardii. O periodo de suplementacéo foi durante 5 dias antes da
primeira e da segunda vacinagéao. O grupo controle nao recebeu a suplementagéo
com o probidtico. Os animais foram vacinados pela via subcutanea com 2 mL de
uma vacina comercial formulada com cultivos totais inativados de C. chauvoei
adsorvida em hidréoxido de aluminio (alumen) como adjuvante, seguindo as
indicagbes do fabricante (Laboratério Bio-Vet S/A, Brasil). Os animais foram
vacinados no dia 0 e receberam um reforco vacinal no dia 21 do experimento.
Amostras de sangue foram colhidas a partir de pun¢ao da veia jugular nos dias 0,
21 e 42. Apos a colheita, o soro foi separado, identificado e armazenado a -20 °C
até o momento da realizacao das analises

Todos os procedimentos realizados estdo de acordo com as diretrizes do
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e aprovados pela
Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal da UFPel (CEEA 375-2017).

O ensaio imunoenzimatico (ELISA) foi realizado segundo Crichton et al.
(1990), com modificacdes. Placas de 96 cavidades (CRAL®, Brasil) foram
sensibilizadas com 100 pL por cavidade da suspensdo do antigeno de C.
chauvoei diluido em tampéao carbonato bicabornato (pH 8,0) , overnight a 4 °C. As
amostras de soros individuais foram diluidas em série na base 2 iniciando em
1:10 até 1:102.400 e adicionadas nas placas, em triplicata. A seguir foi adicionado
100 pL de anticorpos conjugados anti-IgG de ovelha (Sigma-Aldrich, USA) diluido
1:10.000 e incubacédo durante 60 minutos a 37 °C. Por fim, foi adicionado 100 pL
de solucdo de revelacdo (10 mL de tampédo para substrato, 0,004g de Ortho-
Phenylenediamine (Sigma-Aldrich) e 15uL de H,0;, deixando reagir por 15
minutos no escuro a temperatura ambiente. Para interromper a reacdo, foram
adicionados 50 pL por poco de H,SO, 2N. Entre as etapas as placas foram
incubadas a 37 °C e lavadas 5X PBS-T. As absorbancias foram medidas em leitor
de microplacas EZ Read 400 (Biochrom, UK) com filtro de 492 nm. Os resultados
foram representados como os valores das médias transformados em logio,
expressos como o reciproco da diluicho mais elevada, que resultou em
absorbancias de trés desvios padrao acima do valor do soro controle negativo.

Para a avaliacdo de isotipagem especifica 1gG1/IgG2 foi utilizado
anticorpos anti- IgG1 e anti-lgG2 de ovelha (Bio-rad), Berkeley, CA, USA) na
diluicdo de 1:2000. A seguir foi adicionado conjugado seguindo as descritas
acimas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Os animais que receberam a suplementacdo com S. boulardii

apresentaram, no dia 21, um aumento médio nos titulos de IgG totais de
aproximadamente 9.5 vezes em relagéo ao grupo néo suplementado (p<0,05), no
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dia 42 o aumento foi de 4 vezes, também comparado ao controle (p<0,005)
(Figura 1).
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Figura 1: Dindmica de IgG totais em ovinos vacinados com uma vacina contra C. chauvoei
e suplementados com os probidtico S. boulardii. Os dados representam os valores das médias
transformados em log10 e expressos como o reciproco da diluicdo mais elevada. Os asteriscos
significam diferenca estatistica (p<0,05) entre o grupo S. boulardii e Controle nos dias 21 e 42.
Andlise estatistica realizada por two-way ANOVA, seguida pelo teste de Tukey.

O aumento dos niveis de IgG nos ovinos suplementados com o probidtico
demonstram a modulacdo exercida pelo probiético, acentuando a resposta da
vacina. Segundo CERVINO et al. (2011), a resposta mediada pelos anticorpos
induzida pela vacinagcdo contra as clostridioses pode ser aceita como um
parametro imunolégico de protecdo. Os antigenos somaticos (parede celular) e
principalmente os flagelos s&o os Unicos antigenos particulares para os quais ha
qualquer evidéncia de envolvimento na inducdo da imunidade protetora contra o
carbunculo sintomatico, além de desempenharem um papel na viruléncia de C.
chauvoei (TAMURA et al.,, 1995; STEVENSON & STRONGER, 1980). Os
anticorpos produzidos nesta resposta sdo importantes na opsonizagdo do
patégeno, protegendo os animais da infec¢cdo pelo C. chauvoei (TAMURA &
TANAKA, 1987)

O presente estudo mostra que a suplementacdo com o probiético S. boulardii,
em curto prazo, induziu titulos significativos dos isotipos IgG1 e 1gG2 em ovinos,
enquanto que o grupo ndo suplementado apresentou niveis significativamente
mais baixos. Em ruminantes, semelhantes a humanos e camundongos, a
expressao do isotipo IgG1 parece estar associada a uma resposta Th2, enquanto
IgG2 estd mais relacionada a uma resposta Thl (ESTES & BROWN, 2002).
Nossos dados sugeriram que a suplementacdo com probidticos pode ser capaz
de desencadear uma resposta imune Thl / Th2 mista (Figura 2).
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Figura 2: Dinadmica de IgG1(A) e IgG2 (B) em ovinos vacinados contra C. Chaouvei e
suplementados com S. Boulardii Os dados representam os valores das médias transformados em
log10 e expressos como o reciproco da diluigdo mais elevada. Os asteriscos significam diferenga
estatistica (p<0,05) entre o grupo S. boulardii e Controle nos dias 21 e 42. Andlise estatistica
realizada por two-way ANOVA, seguida pelo teste de Tukey.
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4. CONCLUSOES

A suplementacdo por um curto periodo com o probiético S. boulardii
aumenta a resposta imune humoral de ovinos vacinados C. chauvoei. A
suplementacdo por 5 dias antes da vacinacdo abre uma nova perspectiva na
utilizac&o de probidticos e facilita sua utilizacdo em animais de producéo.
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