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RESUMO

Katlin Zamarchi Primel. Influéncia da parede celular de Saccharomyces cerevisiae na satde de

bezerras imunologicamente imaturas.

A parede celular da Saccharomyces cerevisiae € rica em imunomodulares e ainda ndo
ha estudos sobre 0 uso na saude intestinal e respiratoria de bezerros. Com isso, avaliou-se a
suplementacdo com parede celular de S. cerevisiae na melhora da satde de bezerras em desafio
sanitario de eimeriose e doenga respiratoria bovina (DRB). Vinte bezerras dos 15 aos 51 dias
de vida, todas com eimeriose naturalmente adquirida foram desafiadas com vacina intranasal
contra DRB. O grupo Suplementado recebeu parede celular de S. cerevisiae (10 g/kg/animal),
uma vez ao dia no leite e o grupo Controle ndo foi suplementado. Mensurou-se parametros
clinicos (diarreia, pneumonia, ganho de peso) e imunologicos (razdo neutrofilo/linfocito,
metabolismo oxidativo de neutrofilos -MO — imunoglobulinas, haptoglobina) foram medidos.
Ap0s a vacinagdo todos 0s animais aumentaram a relacdo neutrofilo: linfécito e o grupo controle
apresentou reducdo de MO trés dias ap6s a vacina. O suplemento influenciou na resposta imune,
mantendo MO, aumentando os niveis de imunoglobulinas e diminuindo os de haptoglobina. O
suplemento atenuou a diarreia e a pneumonia, 0 que permitiu maior ganho de peso semanal,
concluindo que a parede celular de S. cerevisiae aumentou a salde de bezerras desafiadas com

eimeriose e com a vacina contra DRB.

Palavras-chave: eimeriose, espécies reativas de oxigénio, imunidade, levedura, pneumonia.



ABSTRACT

Primel, Katlin Zamarchi. Influence of Saccharomyces cerevisiae cell wall on the health of

immunologically immature newborn calves.

Cell wall of Saccharomyces cerevisiae is rich in immunomodulators and there are still no studies
on their use in the intestinal and respiratory health of newborn calves. With this, supplementation with
cell wall of S. cerevisiae was evaluated in improving the health of calves in health challenge of
eimeriosis and bovine respiratory disease (BRD). Twenty heifers from 15 to 51 days of age, all with
naturally acquired eimeriosis, were challenged with intranasal vaccine against DRB. The Supplemented
group received S. cerevisiae cell wall (10 g/kg/animal), once a day in milk and the Control group was
not supplemented. Clinical and immunological parameters were measured - diarrhea, pneumonia and
weight gain, neutrophil/lymphocyte ratio, neutrophil oxidative metabolism (OM), immunoglobulins and
haptoglobin. After vaccination, all animals increased the neutrophil: lymphocyte ratio and the control
group showed a reduction in OM three days after the vaccine. The supplement influenced the immune
response, maintaining MO, increasing immunoglobulin levels and decreasing haptoglobin levels. The
supplement attenuated diarrhea and pneumonia, which allowed for greater weekly weight gain,
concluding that the S. cerevisiae cell wall improved the health of calves challenged with eimeriosis and

the DRB vaccine.

Keywords: eimeriosis, immunity, yeast, pneumonia, reactive oxygen species.
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1. INTRODUCAO

A salde dos bovinos leiteiros € uma importante questdo para mantenca e melhora da
produtividade nacional, 0 que motiva estudos para o combate das principais afec¢des desde o
inicio da vida desses animais, estando a diarreia e pneumonia como grandes causadores de
mortes em bezerros de até um ano de idade no mundo (ABBEBE, 2008; ATKINSON et al.,
2017).

As diarreias podem ser causadas por parasitas, bactérias, virus, por origem alimentar e
associacdo de mais de um agente. Normalmente tém autocura, especialmente quando os
bezerros conseguem se manter ativos e hidratados, por isso, quanto mais acelerado for o
reestabelecimentos do equilibrio da microbiota intestinal do animal, mais rapidamente passara
por este desafio, afetando menos seu ganho de peso e sua satde (NETO, 2014).

Dentre os causadores de diarreia, a eimeriose, causada pelo género Eimeria sp., afeta
bezerros em seu primeiro ano de vida, sendo mais comum aos 60 dias (ABEBE et al., 2008).
Embora normalmente seja assintomatica, o estresse relacionado ao desmame, a separacdo da
mde, as alteracbes na dieta e as mudancas climaticas reduzem a imunidade animal, o que
favorece a multiplicacéo do agente no intestino favorecendo a ocorréncia da forma clinica da
doenca (CHARTIER, PARAUD, 2012). Outro agravante ¢ a dificuldade em combater a doenca,
pois 0s oocistos podem permanecer vidveis no ambiente por até dois a trés meses, favorecendo
reinfeccbes (MARTINS et al., 2020).

A alta contaminagéo ambiental com coccidiose, reducdo da imunidade e a imaturidade
dos bezerros agravam a condicdo evoluindo para diarreias sanguinolentas, com destruicdo das
vilosidades intestinais, o que favorece a colonizacdo intestinal por agentes oportunistas
(ABEBE et al., 2008). Esta afec¢éo favorece o aparecimento de comorbidades, como a doenga
respiratdria bovina, citando-se ambas com as maiores responsaveis por mortalidade de bezerros
leiteiros no primieor trimestre de vida (RADOSTITS et al., 2007).

As pneumonias compreendem um quadro multifatorial, causado principalmente por
agentes da doenca respiratoria bovina (DRB), que esta associada a triade estresse, virus e
bactéria (SANTOS, 2019). Neste complexo, fatores ambientais e de manejo ocasionam estresse
responsavel pela reducdo da resposta imune do trato respiratorio, favorecendo infec¢do por
bactérias e/ou virus oportunistas. O quadro é mais grave em bezerros de até trés meses de idade,
que por ndo terem a maturagdo completa do sistema imune, sdo altamente dependentes da

imunidade passiva colostral, a qual comeca a diminuir a partir dos 30 dias de vida, quando a
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imunidade ativa ainda é nao plena (SVENSSON, LIBERG, 2006).

Neste quesito, inimeros protocolos tém sido prescritos com o objetivo de evitar e atenuar
0s quadros de diarreias e pneumonias em bezerros independente da etiologia, especialmente
visando melhorar a imunidade animal. Em relacdo a DRB, ha diversas vacinas comerciais no
mercado brasileiro,em sua maioria direcionadas contra agentes virais, de administracdo
parenteral ou intranasal (BRASIL, 2013). Embora a vacinacdo parenteral tenha boa eficacia no
controle e na gravidade da doenca, possui limitagcdes, especialmente quando direcionados a
bezerros até o terceiro més de vida, devido a baixa resposta vacinal (CHAMORRO;
PALOMARES, 2020).

As vacinag@es intranasais sdo uma alternativa interessante, ja que estimulam tecidos
linféides associados as mucosas respiratorias, tendo a capacidade de induzir resposta imune
local superior a vacinacgdo sistémica. Embora estimulem maior producéo de IgA local, a vacina
reduziu o metabolismo oxidativo dos macréfagos alveolares entre trés a sete dias apds a
vacinacao, quando ainda ndo havia aumento da producéo de anticorpos no local. Por isso, 0s
bezerros vacinados podem apresentar secrecdo nasal mucopurulenta, irritacdo da nasofaringe e
até mesmo excrecdo viral (CHAMORRO, PALOMARES, 2020; OLLIVET etal., 2018; ROSSI
etal., 2021).

Tal fato ocorre porque a adminnistracdo dos virus atenuados presentes na vacina
mimetizam uma infecgédo viral natural (DOU et al., 2015), reduzindo a funcdo celular das
células de defesa do trato respiratdrio e, consequentemente, pode imprimir uma maior
susceptibilidade a infec¢bes bacterianas secundarias durante o periodo do estabelecimento da
imunidade vacinal, que acontece trés semanas ap0s a primeira dose da vacinagdo (ROSSI et al.,
2021). Uma possibilidade para minimizar esse problema seria o uso de imunoestimulantes orais,
0s quais ja foram estudados como forma de potencializar a resposta vacinal em modelos
murinos, mas ndo em bezerros (DIAZ et al., 2018).

Existem trabalnos demonstrando que S. cerevisiae tem propriedades
imunoestimuladora para bezerros. Sua forma integra diminuiu a severidade e incidéncia de
diarreia em bezerros, seja por estimular a comunicacdo intercelular das células de defesa,
aumentar a eficiéncia dos fagocitos sanguineos e/ou por aumentar a producgdo de IgA intestinal
(FOMENKY et al., 2018; QADIS et al., 2014). E sua forma em meio de cultura fermentativo
diminuiu a ocorréncia e gravidade do DRB em bezerros neonatos desafiados com virus
respiratorio sinciacial bovino (MANHAMOUD et al., 2020, MCDONALD et al., 2021).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=McDonald%20PO%5BAuthor%5D
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A S. cerevisiae é comercializada em diferentes apresentagdes, sendo a tecnologia para
sua obtencdo essencial para estabelecer seu modo de acgéo e produzir resultados de maior ou
menor propor¢do (UYENO etal., 2015). Enquanto a forma integra age principalmente no rimen
melhorando a microbiota, a forma lisada permite a separacéo de partes da levedura. A fracdo ricaemem
parede celular, concentra maiores proporgdes de p-glucanas e MOS, 0 que aumentaria seu poder
imunoestimulante em comparagéo a forma integra (UYENO et al., 2015). Ja os componenetes
citoplasmaticos tem sido utilizados para melhoras na funcéo ruminal e oferta de nutrientes aos
animais (DIJKGRAAF et al., 2002; NICHOLAS, SHAUN, 2001).

Desta maneira esta pesquisa tem o objetivo de verificar se a parede celular de S. cerevisiae
melhora a sadde intestinal e do trato respiratdrio de bezerras imunologicamemnte imaturas

desafiadas com eimeriose e doenca respiratoria bovina.
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2. REFERENCIAL TEORICO

Imunidade

A todo 0 momento os animais estdo combatendo microrganismos patogénicos por meio
de barreiras fisicas, celulares e moleculares, que compdem a imunidade inata e a adaptativa. A
imunidade inata é a primeira linha de defesa, combatendo diversos agentes através de barreiras
fisicas como pele e mucosa. Mesmo com essas barreiras mecanicas, patégenos conseguem
adentrar no organismo, ativando a imunidade imunoldgica, a qual recruta fagdcitos.
Simultaneamente ativa-se a imunidade adaptativa, que embora seja mais eficiente na eliminagéo
dos microrganismos, € mais demorada, principalmente se o contato do patégeno especifico for
primario (AITKEN et al., 2011; SORDILLO, 2016).

Na imunidade inata os fagdcitos teciduais como macréfagos e células dendriticas que
isoladamente ou em conjunto com fagdcitos sanguineos (neutrofilos e mondcitos) tentam
eliminar os patégenos. Estas células reconhecem os patdgenos e os englobam, formando o
fagossomo. Depois disso, ha liberacdo de contelddo lisossomatico e digestdo do patdgeno.
Quando esse mecanismo de digestdo é oxidativo, ha reducdo da molécula de oxigénio pela
NADPH oxidase, convertendo NADP em NADPH, processo chamado de metabolismo
oxidativo, em que ha liberacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) como o perdxido de
hidrogénio (H-0:), radical hidroxil (OH"), radical superoxido (O2), que perfuram os patégenos,
destruindo-os (AFONSO et al., 2002, BURGOS et al., 2011).

Todo o processo € regulado por citocinas, que sao proteinas sollveis de baixo peso
molecular, com funcdo de comunicagdo intracelular das células de defesa, conectando o sistema
inato ao adaptativo e regulando a intensidade da inflamacdo. As citocinas podem ser
classificadas em pro-inflamatérias e anti-inflamatorias. Citocinas pro-inflamatérias -
interleucina 12 (IL-12), fator de necrose tumoral (TNF-a) e interferon (INF-y) — direcionam
uma resposta citotdxica, enquanto as interleucinas quatro, cinco e dez direcionam uma resposta
humoral (CARRETA et al., 2016; KIDD 2003, SINDRILARU et al., 2011, TOTHOVA et al.,
2014).

Na resposta citotoxica, macrofagos e células B secretam IL-12 e TNF-o que ativam e
diferenciam linfocitos Th naive em Thl. Esses secretam IL-2, IL-12, TNF-o ¢ INF-y ativando
a proliferacdo e libracdo de células citotoxicas, reduzindo a formagdo de IL-4 e IL-10 e

imunoglobulinas. Tal resposta gera uma reagdo em cascata, mediando uma infiltracéo de células
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como neutrdéfilos, NK e linfocito citotoxico (CD8), cujos metabdlitos destroem patdgenos e as
células infectadas por eles. Quando a inflamacéao € exacerbada, esta resposta pode gerar danos
aos tecidos saudaveis adjacentes, pois a destruicdo das células sadias promove liberacdo de
conteddo citoplasmatico, liberando para o meio ainda mais citocinas inflamatorias e
aumentando a gravidade da inflamacdo (BORREGAARD, 2010; MAYADAS et al., 2013).

Para formacdo da resposta humoral, os macré6fagos produzem IL-4 e IL-5 que estimulam
os linfocitos Th naive a se diferenciar em Th2. Estes secretam interleucinas I1L4, IL-5, IL-10 e
IL-13 que ativam os linfécitos B, que se diferenciarem em plasmaocitos e produzem as
imunoglobulinas IgA, IgE, IgD, 1gG e IgM, também conhecidas como anticorpos
(CARRASCO, BATISTA, 2006).

Cada imunoglobulina é encontrada em maior concentracao em areas diferentes do corpo
animal e ao ocorrer a ativacdo complemento pela citotoxicidade celular gerada, se ligam aos
patdgenos e impedem a invasao celular. IgA esta localizada na saliva, lagrimas, leite e em
mucosas do trato gastrointestinal, respiratério e urogenital, sendo responsavel pelo
aprisionamento dos patdgenosno muco. IgE €é responsavel pela reacdo alérgica e infeccdes
parasitarias, estando localizada principalmente no soro (JUNIOR et al., 2010).

IgG tem a funcgéo de defesa sistémica, sendo o anticorpo mais predominante no soro, e
tanto ele como IgM facilitam a opsonizacdo de patdgenos por fagdcitos. A diferenca entre as
duas esta no tempo de permanéncia de cada, na qual a IgM é rapidamente formada, porém sua
menor especificidade a torna menos eficiente na opsonizacdo. Entdo, a IgG gera uma resposta
secundaria, sendo formada mais lentamente, porém de forma mais especificacontra o antigeno
e permanece prolongadamente no soro. A literatura ndo traz muito sobre as funcdes exatas da
IgD, encontrada na superficie de linfécitos jovens (JUNIOR et al., 2010).

Os bezerros nascem imunologicamente imaturos, apenas com as imunoglobulinas
adquiridas do colostro, predominantemente 1gG. Entre o primeiro e o terceiro més de vida, as
imunoglobulinas maternas vdo sendo substituidas pela producéo sérica ativa e apenas entre o
quarto ao sexto meés, esses animais estdo com a resposta humoral eficiente (FEITOSA et al.,
2001; REBER, 2008).

Eimeriose
Eimeriose é uma doenga parasitaria que ateinge o intestino de ruminantes, aves, coelhos

e equinos causando diarreias. Essa afeccdo tem distribuicdo mundial afetando a produtividade
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nas propriedades, uma vez que pode levar a morte e reduz significativamente o desempenho dos
animais. Os agentes causadores sdo protozoarios pertencentes a classe Sporozoa, subclasse
Coccidea (CHARTIER, PARAUD, 2012).

Em bezerros, as espécies mais incidentes sdo E. bovis, E. zuernii e E. alabamensis, com
incidéncia de 23,6%, 11,8% e 9,1%, respectivamente, sendo a E. bovis a mais patogénica. A
sintomatologia é variada, cursando desde de quadros assintomaticos a diarreia profusa e
sanguinolenta, acompanhados de letargia, desidratacdo, anorexia, perda de peso e morte
(MUNDT et al., 2007).

A faixa etaria mais comum de ocorréncia da Eimeria sp. em bovinos € entre a terceira
semana ao sextomés de vida, comumente antes de um ano de idade, quando a imunidade animal
estd baixa e o ambiente estd muito contaminado. A doenca normalmente é autolimitante,
cessando quando o parasita completao ciclo, porém a imunidade baixa e a recontaminacgéo
podem perpetuar a presenca de doenca. Por isso, o confinamento de bezerros aumenta a
suscetibilidade a doenca, ja que o acimulo de matéria organica, umidade e possibilidade de
contato fisico entre os animais € comum, favorecendo a distribuicdo dos oocistos, que podem
permanecer viaveis por até 3 meses no ambiente (MARTINS et al., 2020).

A infeccdo induz uma resposta imunoldgica protetora, o que impede o estabelecimento da
doenca clinica, proporcional a dose infectante de oocistos ingeridos pelo hospedeiro.
Normalmente esta resposta € mediada por células, sendo pequena a importancia da imunidade
humoral (HERMOSILLA et al., 1999; SUHWOLD et al., 2010).

O ciclo da eimeriose no ruminante é subdividido em duas grandes fases, a enddgena e a
exogena. A fase enddgena comeca apOs ingestdo, em que 0s oocistos esporulados se
estabelecem no intestino. A bile e tripsina quebram a membrana do oocisto e 0s esporozoitos
sdo liberados e ativados, possibilitando a entrada e permanéncia proximos com as vilosidades
(borda em escova) das células epiteliais intestinais onde se transformam em trofozoitos. Apds
multiplas divisdes, os trofozoitos aumentam de tamanho e comegcam a reproducdo assexuada
dando origem aos esquizontes de primeira geragdo (KEETON, NAVARRE, 2017).

Apos algumas horas, ha liberacdo de centenas de merozoitos de primeira geracdo em
grande numero que invadem as células adjacentes. Este processo é denominado merogonia e
poderepetir-se sucessivas vezes dependendo da espécie de Eimeria envolvida (KEETON,
NAVARRE, 2017).

Na seguinte subfase, os merozoitos iniciam a fase sexuada. Alguns clones se
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transformam em microgametocitos, gametas masculinos que sdo células mononucleadas
moveis com e pequenos flagelos. Outros clones permanecem imoveis dentro dos enterdcitos e
continuam seu crescimento. Os microgametdcitos rompem as células e séo liberados para o
Iimen intestinal onde voltam a infectar células com gametas femininos, se fundindo a esses e
dando origem aos zigotos. Ainda dentro das células, ha formacao de uma parede cistica ao redor
do zigoto e formagdo dos oocistos ndo esporulados que serdo posteriormente expelidos nas
fezes (KEETON, NAVARRE, 2017).

A esporogonia ocorre no ambiente, mas somente se esse estiver com condicdes ideais
de temperatura (£ 27°C) e umidade (> 80%), propiciando o desenvolvimento dos oocistos néo
esporulados em esporoblastos ap6s a divisdo. O estdgio de oocisto esporulado s6 se da 2 a 4
dias e, a partir dessa etapa, o agente é infectante. O ciclo completo dura entre 14 a 21 dias
dependendo da espécie do agente envolvido (MARTINS et al., 2020).

Dependendo das condi¢Ges do ambiente, da espécie, do agente e do local em que se
aloja, a patogenicidade varia e a doenca podera se apresentar na forma subclinica ou clinica. Os
enterocitos inflamados apresentam hipertrofia ou hiperplasia e os rompidos sdo substituidos por
células de tecidos adjacentes, afuncionais para absorcao dos nutrientes e dgua, causando diarreia
(MARTINS et al., 2020).

A diarreia gera desidratacéo e desnutri¢do, tendo como consequéncias efeitos negativos
na imunidade, letargia, anorexia e dor abdominal. Em casos mais graves, dependendo da
extensdo das lesdes, observa-se presenca de fibrina, fragmentos de mucosa intestinal e sangue
nas fezes (KOKUZAWA et al., 2013; KOUTNY et al., 2012). Outro agravante é que bezerros
ndo renovam o epitélio intestinal com a mesma rapidez de um animal adulto, piorando ainda
mais as lesGes intestinais, que somadas a uma imunidade ainda em desenvolvimento, fica
dependente da qualidade do colostro mamado (FEITOSA, 1999).

Suspeita-se da afecgéo a partir de dados da anamnese como ambiente de confinamento
e idade dos animais, bem como pelos sinais clinicos de diarreia, principalemnte quando had muco
e sangue. Um ambiente propicio a contaminacdo tem como caracteristica aglomeragdo de
animais, contato entre esses, objetos de dificil higienizacdo, solo com sujidades e fezes
acumudadas, baixa iluminacdo e baixa ventilagdo natural. Em relacdo a idade, animais com
menos de seis meses sdo mais predispostos a infecgoes (MARTINS et al., 2020).

Para diagnostico € comum 0 exame coproparasitologico das fezes ou raspagem das

mucosas intestinais na necropsia para visualizagdo microscopica e identificagdo de merontes
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ou gametdcitos, porém o exame confirmatdrio para especificacdo de género é feito através da
Proteina C Reativa (PCR). Ja para o tratamento e prevencdo, deve-se reduzir a contaminacao
ambiental por meio de melhorias na aeragéo e entrada de luz, limpeza frequente das baias, troca
de cama e reducdo docontado entre os animais (KEETON, NAVARRE, 2017).

Quando o animal j& apresenta os sinais clinicos, o tratamento é pouco eficiente, tendo
em vista que ja existem lesdes na mucosa, 0 que resulta em menor absor¢do de nutrientes e
ainda facilita a ocorréncia de infec¢bes bacterianas secundarias, podendo prolongar os sinais
clinicos. Dentre os farmacos curativos, cita-se o toltrazuril, que atua em todas as formas
intracelulares do parasita, principalmente por interferir na respiracdo celular e na sintese de
pirimidina. Além disso, ndo interfere no desenvolvimento da imunidade normal, podendo até
demonstrar uma producao de anticorpos aumentada apés o tratamento (KEETON, NAVARRE,
2017; LEO et al., 2009; MORAIS et al., 2018).

O toltrazuril pode servir tanto como curativo como preventivo na dependéncia da dose,
tendo uma acdo coccidiostatica de trés meses no organismo animal. Sulfadoxina trimetropim é
um antimicrobiano de amplo espectro, bacteriostatico frequentemente utilizado, sendo
importante para tratar as infeccdes secundarias decorrentes das lesdes intestinais. Também atua
na fase assexuada dos parasitas, bloqueando o metabolismos do &cido félico e o acido
paraminobenzoico (PABA), sendo assim, tem efeito coccida (KEETON, NAVARRE, 2017,
LEO et al., 2009; MORAIS et al., 2018).

Outra forma de profilaxia € o uso de imunomoduladores. Dentre os diversos que
existem no mercado, as leveduras, em especial Saccharomyces cerevisiae, sao utilizadas como
probidticos na forma de célula integra, ou prebiotico, quando fragmentadas. A Saccharomyces
cerevisiae tem se mostrado eficiente na melhora da saude e produtividade de ruminantes, uma
vez que além de aumentar a imunidade animal, melhoram a absorcéo de nutrientes devido a protecao
das vilosidades das células intestinais (DIAZ, 2018; LEl et al., 2013). Embora ndo tenham sido
encontrados trabalhos avaliando o efeito destes produtos no tratamento de eimeriose, Velez et
al. (2019) verificaram que a suplementagdo com a levedura teve efeito foi similar ao da
halofuginona (agente antiprotozoario) em bezerros com criptosporidiose, que além de
promoverem maior ganho de peso, também favoreceu a menor eliminacgao de oocisto e menor

incidéncia de diarreia.

2.3 Doenga Respiratoria Bovina (DRB)
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A Doenca Respiratoria Bovina (DRB), também conhecido como Pneumonia Enzoodtica
Bovina, é uma afec¢do multifatorial caracterizada por pneumonia, na qual estd envolvida a
triade estresse, virus e bactéria. Trata-se de uma doenca frequente na bovinocultura,
especialmente em animais confinados, como bovinos de corte e bezerros leiteiros, causando
prejuizos econdmicos importantes relacionados a reducdo do ganho de peso, gastos com
tratamento e medidas preventivas e com a morte dos animais (BRASIL et al., 2013; SILVA,
2020).

O estresse do manejo, especialmente quando € mais intensivo, como confinamentos,
desmame e trocas de dieta, reduz a defesa do trato respiratério permitindo que alguns virus,
como o da Doenca Respiratoria Sincicial Bovina (BRSV), o virus da Parainfluenza tipo 3
(bP1V-3), 0 Herpesvirus Bovino tipo 1 (BHV-1) e o Virus da Diarreia Viral Bovina (BVDV)
diminuam a defesa do sistema respiratorio. De forma oportunista, bactérias comensais da
nasofaringe, como a Mannheimia haemolytica, Mycoplasma bovi, Pasteurella multocida,
Histophilus somni, ao serem inaladas, conseguem colonizar os pulmdes com imunidade
reduzida, gravando a pnuemonia (PANSRI et al., 2020; TAYLOR et al., 2010).

O virus Sincicial Respiratorio Bovino (BRSV) pertence a familia Paramyxoviridae e
esta distribuido pelo Brasil. Infecta o trato respiratério anterior destruindo o sistema de
depuracdo mucociliar e infecta os macréfagos alveolares reduzindo a imunidade local. Dentre
0s sinais, observa-se areas pulmonares irregulares, eritema, consolidacdo pulmonar e atelectasia
dos lobos craniais, infiltrados de células de defesa, necrose e alveolite exsudativa ou
proliferativa (SPONCHIADO, 2014).

Outro agente da familia Paramyxoviridae, o virus da Parainfluenza bovino tipo 3 (bPI1V-
3) também tem ampla distribuicdo pelo Brasil, atingindo mucosas nasais e oculares, sendo
transmitida por contato direto entre os animais (ELLIS, 2010). Segundo Gaeta et al. (2018),
muitos animais se mantém sem sintomas, mas quando h4 alta aglomerag&o e baixa da imunidade
a doenca pode causar pneumonia grave, com bronquite, bronquiolite e alveolite. Similarmente
ao BRSV, bPIV-3 afeta os macrofagos alveolares, reduzindo a resposta inata e favorecendo o
aparecimento de infec¢des secundarias (CUSACK et al., 2003)

O Herpervirus bovino tipo 1 (BHV-1) € responsavel pela rinotraqueite infecciosa bovina
e vulvogaginite pustular infecciosa, acometendo cerca de 82% do rebanho nacional
(ARRUDA, 2019). Esse agente adentra as mucosas dos sistemas respiratdrio e genital atraves

do contato direto entre os animais e suas secre¢cdes (DA COSTA et al., 2017). Apds sua entrada,



25

causa imunossupressdao com reducdo da migracdo das células de defesa, o que propicia a
replicacdo e multiplicacdo viral nas células da mucosa traqueal causando destruicéo do epitélio
e levando ao comprometimento do sistema mucociliar, 0 que favorece o aparecimento de
infeccdes secundarias no trato respiratorio anterior (CUSACK et al. 2003).

Ja o virus da diarreia viral bovina (BVDV) da familia Flaviviridae, acomete ruminantes,
com alta prevaléncia nos rebanhos bovinos do pais. E transmitido pelo contato direto com
diversas secrecGes como urina, leite, sémen, saliva, fluidos fetais e secrecdo nasal. Esse agente
se distribui em duas cepas, uma citopatogénica e outra ndo citopatogénica, ambas causando
imunossupressdo, destruicdo de linfécitos, diminuicdo da acdo fagocitica dos macréfagos e
gerando leucopenia. Elas estdo relacionadas com problemas reprodutivos, aparentes quando
infectados por cepa citopatogénica e inaparentes quando infectados por cepa nao citopatogénica
(FULTON et al.,2009, LANYON et al., 2014).

O maior problema da doenca subclinica é o nascimento de bezerros persistentemente
infectados (PI) que disseminam os agentes pelo rebanho de forma silenciosa, pois geralmente
sdo soronegativos (LANYON et al., 2014). Quando atinge o sistema respiratorio, o principal
sinal clinico é secrecdo nasal purulenta com inflamacdo das vias nasais e traqueia, podendo
evoluir de forma focal para pneumonia intersticial nos lébulos pulmonares (BAULE et al.,
2001).

Juntamente com 0s agentes virais, as bactérias tém importante papel no DRB.
Mannheimia haemolytica e Histophilus somni estdo naturalmente presentes na microbiota da
nasofaringe de bovinos e se proliferam em situacfes de imunossupressao, alcancando o0s
pulmd@es. M. haemolytica causa pleuropneumonia fibrinosa e é responsavel pela inflamacédo
exacerbada liberando leucotoxinas com ampla migracdo de leucdcitos e danos teciduais
extensos. J& H. Somni produz histamina e sua proteina se liga as imunoglobulinas com
facilidade, produzindo toxinas e atingindo as células endoteliais (MCGILL, SACCO, 2020).

Existem diversas formas de controle para o0 DRB, com protocolos de metafilaxia e
profilaxia. Enquanto o primeiro trata-se de utilizacdo de antibioticos antes de situacdes de
estresse, 0 que pode acarretar em uma futura resisténcia bacteriana, o outro atua prevenindo a
afeccdo por meio de vacinas, sendo as mais comuns as parenterais aplicadas em duas doses, a
partir do quarto meses de vida dos animais (TAYLOR et al., 2010). Como fatores negativos, a
vacinacdo intramuscular (IM) e subcutanea (SC) nédo facilitam o manejo, j& que tem idade

minima de aplicacdo e sdo de duas doses. Portanto, uma segunda opg&o de profilaxia é a vacina
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intranasal (IN), em dose Unica, que pode ser aplicada desde o primeiro dia de vida (OLLIVETT
etal., 2018).

Enquanto as vacinas parenterais tradicionais atuam na imunidade sistémica,
estimulando producéo de IgG, a vacina IN atua localmente, induzindo maior producéo de IgA
local, inclusive em bezerros imunologicamente imaturos. No entanto, por conter agentes virais
atenuados em sua composic¢do, sua administracdo pode causar uma inflamacdo do trato
respiratorio (DOU et al. 2015, GOMES, 2016).

Chamorro e Palomares (2020) apontam a dificuldade na identificacdo do melhor
momento para realizacdo das vacinas parenterais, devido a falta de exatiddo na idade de
formacéo da resposta humoral em bezerros e, por isso, indicam a vacina intranasal como a
melhor alternativa.

Os achados de Rossi et al. (2021) corroboram com Gomes (2016) e Dou et al. (2015),
identificando que a vacina IN causa mais alteracdes no trato respiratério que a vacina
intramuscular no decorrer do periodo em que ocorre 0 estabelecimento da imunidade vacinal.
Como as vacinas contém em sua formulacao agentes virais vivos modificados contra BoHV-1,
bPVI-3 e BRSV, podem ocorrer infecgbes por esses patdgenos da vacina. Mesmo que as vacinas
passem por métodos especificos de atenuacdo para reduzir patogenicidade, ha capacidade de
multiplicacdo no hospedeiro, 0 que pode gerar imunossupressao e consequentemente causar a
doenga (SCHATZMAYR, 2003).

2.4 Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae € uma levedura, apatogénica, unicelular, eucarionte, com
reproducdo por brotamento ou esporulacéo, heterotrofica e com capacidade de sobreviverem
situacOes aerdbias ou aerobias facultativas (ANTONINI, 2012, SHURSON, 2018). Os seres
humanos ja utilizam este fungo na alimentacdo ha centenas de anos, devido a sua capacidade
fermentadora, seja nas panificaces, como na geracao de bebidas alcodlicas (HABEEB, 2017).

Em relacdo a seu uso na alimentagéo animal, 0 mercado conta com diversas formas de
apresentacdo de S. cerevisiae, sendo comercializadas tanto na forma com células integras como
fragmentadas, com intuitos tanto nutritivos, como imunomoduladores (OLIVEIRA, 2022).

Em ruminates, a forma integra de S. cerevisiae age principalmente em ambiente
ruminal. Quando vivas captam o oxigénio do rimen mantendo o ambiente anaerobico, ideal

para as bactérias celuloliticas que digerem fibras. Quando inativadas, servem de nutrientes para
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bactérias utilizadoras de lactado. Em ambos formatos, estabilizam o pH e evitam a acidose
ruminal, sendo 6tima opcao paraanimais adultos confinados que recebem dietas energéticas,
nos quais € comum o aparecimento de disturbios metabolicos (DURAND et al., 2008,
DURAND et al., 2012).

Segundo Villot et al. (2020), a S. cerevisiae integra age principalmente em regido
intestinal nos bezerros, se aderindo a fimbria dos patgenos e facilitando sua eliminacao.
Também atuam estimulando a producéo de IgA pela mucosa intestinal (VILLOT et al., 2020) e
em mucosa do trato respiratorio (MAHMOUD et al., 2020; MCDONALD et al., 2021).

Para concentrar a presenca de alguns componentes, utiliza-se a fragmentacéo das células
de S. cerevisiae através do processo de autélise, plasmalise ou hidrolise. O primeiro processo é
0 mais utilizado, no qual as proprias enzimas enddgenas da levedura sao liberadas quando o
ciclo de crescimento se encerra e a morte é induzida pela agitacdo e aquecimento (30-60°C)
(POZO-DENGRA et al., 2006, TANGULER et al., 2009).

O processo de autdlise gera dois componentes principais, parede celular e elementos
citoplasmaticos. A parede celular pode ser considerada o0 componente mais importante para a
imunidade, uma vez que contém B-glucanos e mananoligossacarideos (MOS). Isso porque, B-
glucanas se transloucam do trato digestivo para a circulacdo, ativando macréfagos e neutrofilos,
por meio da dectina-1, mobilizando as citocinas anti-inflamatérias, e reduzindo a inflamacéo
(BORTOLUZZI et al., 2018, DIAZ,2018, SHURSON, 2018).

Ja Henrichs et al. (2003) verificaram a acdo dos MOS sobre bactérias patogénicas gram
negativas (gram-) que contém fimbrias do tipo 1. O processo envolve a ligacdo da particula de
levedura com as fimbrias dos patégenos, gerando a aglomeracdo desses e facilitando sua
eliminagdo pelo organismo. Outros fatores importantes decorrentes dos compostos da levedura,
tanto de MOS quando de B-glucanos séo a melhor resposta imunologica frente a estresse, devido
a reducdo das citocinas, do cortisol, da temperatura e do catabolismo de gordura e, também, o
melhor ganho de peso pelo aumento de consumo de matéria seca (FINCK et al., 2014; PUKROP
etal., 2018).

B-glucanos podem modular a resposta imune da mucosa pelas células das placas de
Peyer, bem como pelos linfécitos intraepiteliais intestinais, assim além de aumentarem a
producdo de IgA intestinal ainda podem reduzir a absor¢do das micotoxinas (HENRICHS et
al., 2003, VILLOT et al., 2020).

Embora ja existam trabalhos sobre os efeitos desta levedura na imunidade de bezerros,
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eles foram realizados apenas com sua forma integra (MAHMOUD et al., 2020; MCDONALD
etal., 2021; VILLOT et al, 2018). Como na forma autolizada, é possivel concentrar a parede celular,
a qual concentra maiores proporgdes de B-glucanas e MOS (UYENO et al., 2015), acredita-se que

esta formulacép possa ter maior efeito imunoestimulantes em comparacao a forma integra.

HIPOTESE
Questiona-se se a parede celular de S. cerevisiae pode propiciar beneficios imunologicos
em bezerras imunologicamente imaturas com eimeriose naturalmente adquirida e desafiadas
com virus vivo modificado da vacina intranasal contra DRB, promovendo maior salde nestes

animais.
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3 OBJETIVO
3.1 Objetivo Geral:
Analisar os beneficios da parede celular de Saccharomyces cerevisiae na saude de

bezerras imunologicamente imaturas.

3.2 Objetivos Especificos:

Avaliar se a parede celular de Saccharomyces cerevisiae interfere nos quadros de diarreia
de bezerras imunologicamente imaturas com eimeriose.

Avaliar se a parede celular de S. cerevisiae interfere na ocorréncia de doengas
respiratdrias de bezerras imunologicamente imaturas com eimeriose naturalmente adquirida e
e desafiadas com virus vivo modificado da vacina intranasal contra DRB.

Verificar se a parede celular de S.cerivisiae interfere no ganho de peso de bezerras
imunologicamente imaturas com eimeriose eimeriose naturalmente adquirida e e desafiadas
com virus vivo modificado da vacina intranasal contra DRB

Verificar se a parede celular de S. cerivisiae influencia na imunidade inata e humoral de
bezerras imunologicamente imaturas com eimeriose naturalmente adquirida e desafiadas com

virus vivo modificado da vacina intranasal contra DRB.
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Abstract

Objective: To evaluate whether supplementation with the cell wall of Saccharomyces cerevisiae
improves the health of newborn calves in the health challenge of eimeriosis and bovine respiratory
disease (BRD).

Methods: Twenty Holstein newborn calves aged 15 to 51 days that had already suckled colostrum
were studied. All had naturally acquired eimeriosis at 15 days of life and were challenged with an
intranasal BRD vaccine containing attenuated live virus at 30 days of age. The supplemented group
(n=10) received S. cerevisiae (10 g/kg/animal) once a day in milk, and the control group (n=10) was
not supplemented. Oxidative metabolism (OM) of neutrophils, serum immunoglobulin concentration,
haptoglobin concentration, occurrence of diarrhea, pneumonia, and weight gain were measured.
Results: After vaccination, all animals had an increased neutrophil:lymphocyte ratio. Only the
control group showed a reduction in OM 3 days after the vaccine. The supplement influenced the
immune response, maintained OM, decreased haptoglobin, and increased immunoglobulin after
vaccination. The supplement attenuated diarrhea and pneumonia, which allowed for greater weekly
weight gain.

Conclusion: The Saccharomyces cerevisiae cell wall increased the health of calves challenged with
eimeriosis and the BRD vaccine.

Keywords: eimeriosis, immunity, yeast, pneumonia, reactive oxygen species.

. INTRODUCTION

The health of cattle is important for the maintenance and improvement of national
productivity, motivating research on the main diseases from the beginning of life of these animals.
Diarrhea and pneumonia are major causes of death in calves up to 1 year of age (1). The multiple
etiologies of diarrhea complicate the causal diagnosis, but diarrhea caused by Eimeria sp., one of the
etiological agents frequently found in the feces of calves, is common (4; 17). Pneumonia, on the other
hand, comprises a condition called bovine respiratory disease (BRD) involving the triad of stress,
viruses, and bacterial diseases. This condition has a high incidence, particularly in dairy calves
between 30 and 60 days of age, a period in which passive immunity begins to decrease and active
immunity is not mature (13).

Several protocols have been prescribed to prevent and alleviate diarrhea and pneumonia in
calves, especially to improve animal immunity and thus minimize the use of antibiotics, whose
excessive use favors bacterial resistance. Among these are immunostimulants based on intact
Saccharomyces cerevisiae cells, which decrease the severity and incidence of diarrhea in neonatal
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calves regardless of etiology, either by stimulating cell-cell communication, increasing the efficiency
of blood phagocytes, or increasing the production of intestinal IgA (7; 20; 23). S. cerevisiae also
decreases the severity and incidence of viral pneumonia in newborn calves (11; 12) and potentiates
the vaccine response against BRD viruses in experimental murine models (5). Its immunostimulatory
effects are linked to polysaccharides such as B-glucans and mannan oligosaccharides, which prevent
the colonization of pathogenic bacteria in mucosal sites in addition to stimulating cell—cell
communication and phagocyte responses (6; 22). As this yeast is marketed in different formulations
and the technology for obtaining it is essential to maintain its active concentration and thus establish
its mode of action, with either stronger or weaker effects, it is believed that presentations with more
B-glucans and mannan oligosaccharides have greater immunostimulating power than the intact form.
One of the technologies to achieve this form this is autolysis, which separates the yeast from its cell
wall (22), but it is not known whether such a formulation promotes greater intestinal and respiratory
health in calves.

Thus, this study aims to determine whether the cell wall of S. cerevisiae improves the
intestinal and respiratory health of immunologically immature heifers challenged with eimeriosis and
BRD.

. MATERIALS AND METHODS
This experiment was approved by the Ethics Committee -UNICENTRO- 025/2021.

2.1. Environment, farm management and animal selection

The study was conducted on a commercial property located in the Witmarsun region in the
municipality of Palmeira, Parana, Brazil. A total of 20 Holstein calves aged 15 days and weighing
48.15 + 5.4 kg, which had suckled colostrum, were selected. The animals were distributed into the
supplemented (S) and control (C) groups, containing 10 animals each, according to the
supplementation treatment they would be given.

The experiment was conducted between June and August. From birth, the calves remained in
a shed separate from the other animal categories, in individual stalls (1 by 1.5 m), with straw and sand
bedding and separated from the other stalls by a wooden slatted structure that still allowed
communication between calves. them. The animals were fed warm, pasteurized whole milk (5% body
weight at each feeding) from nozzles twice a day until the end of the experiment. The animals received
water, hay, and commercial calf feed (CANCELA Animal nutrition for high-production calves,
Cooperativa Witmarsum, Parana, Brazil) ad libitum.

As for management, the farm separated the calves from the mother at birth and supplied
colostrum at 10% of live weight in the first 2 hours of life. The mothers and calves were not vaccinated
against respiratory diseases or agents causing diarrhea. As inclusion criteria, only heifers that were
not persistently infected (PI) with bovine viral diarrhea virus (BVDV) (as evaluated with a BVDV
antigen enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit, Idexx, Sdo Paulo, Brazil) and that had
>6.2 g/dL serum protein and >2400 mg/dL IgG in the first week of life.

For supplementation, 10 g of autolyzed yeast per animal containing S. cerevisiae cell wall
(Rumenyeast, ICC Brazil, composition. amino acids and vitamins, 120.0 g/kg mannan
oligosaccharides and 210.0 g/kg B-glucans) and the animals were confirmed to have consumed all the
milk. Calves in group C did not receive supplementation.

2.2. Challenge with Eimeria sp.

When the animals were 15 days old, all animals had Eimeria sp. in the feces by the Willis—
Malloy technique, of which five animals from each group had normal stools and five had diarrheal
stools. The animals were treated with a single dose of oral toltrazuril (Baycox, Séo Paulo, Brazil; 15
mg/kg) and two doses of injectable trimethoprim sulfadoxine at a 15-day interval (Borgal, MSD, Séo
Paulo, Brazil; 15 mg/kg) on day 0. When dehydration above 5% was detected, the calves received 2
L of serum orally in the bottle once a day, according to the management adopted by the farm
(Hydrafeed, Kersia, Rio Grande do Sul, Brazil; 100 g).
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2.3. Bovine respiratory disease challenge

At 30 days of age, the calves received 2 mL of the commercial intranasal vaccine against
BRD in a single dose (Inforce 3, Zoetis, S&o Paulo, Brazil), composed of a modified live virus (vvm-
IBR, PI-3 and BRSV). One milliliter was applied to each nostril, and the calves' heads were kept
elevated for approximately 20 seconds.

2.4. Parameters evaluated

The animals were evaluated daily during the 5 experimental weeks for the occurrence of
fever, apathy, presence of diarrhea and pneumonia, breastfeeding failure, degree of hydration, and
body weight. Diarrhea was assessed by evaluating the fecal score and the duration and number of
recurrences. The stool score was classified daily from 1 to 3 according to Ollivett (2009). The data
were transformed into the medians of each group for each of the 5 weeks of the experiment. Fecal
scores of 2-3 for at least 3 days were considered diarrhea, and the duration of the condition was
recorded, as well as the amount of recurrence of the disease. Eimeriosis was checked for weekly using
the Willis—Malloy and egg counting gram techniques.

The respiratory score was verified according to Figure 1, based on McGuirk and Peek (2014).
One point is assigned to each variable, reaching a score between zero and nine. When the sum was
greater than four, the calf was clinically evaluated to identify pneumonia. Pneumonia cases were
treated with enrofloxacin (7.5 mg/kg, SC, Kinetomax, Bayer, Sdo Paulo, Brazil).

When the calves were 15, 33, 36, and 51 days old, blood samples were collected to measure
the oxidative metabolism of blood neutrophils, the neutrophil:lymphocyte ratio, and serum
immunoglobulin IgG and IgA. Serum haptoglobin was measured when the calves were 15 and 33
days old.

Neutrophilic oxidative metabolism was assessed by the nitroblue tetrazolium (NBT)
colorimetric test, and the neutrophil:lymphocyte ratio was analyzed in blood smears. For this purpose,
4 mL of blood was collected in vacuum tubes containing heparin. The samples were kept refrigerated
for a maximum of 3 hours before processing. Then, 100 pL of blood was incubated with 100 pl of a
1.5% solution of NBT and 50 ul of PMA at 37 °C for 30 minutes. Blood smears were taken and
stained with rapid Panoptic hematology stain, in which we counted the percentage of neutrophils in
relation to lymphocytes and the positivity of the NBT reaction for every 100 neutrophils, as described
by Ciarlini et al. (2002).

For the measurement of immunoglobulins and haptoglobin, 8 mL of blood was collected in
vacuum tubes free of anticoagulants and allowed to sediment naturally for 12 hours at room
temperature. The blood serum was aliquoted and frozen until the end of all collections. IgA and IgG
and haptoglobin were measured by a third party using the ELISA technique (Bovine IgA ELISA or
Bovine IgG ELISA, Biomatik, Sdo Paulo, Brazil; Bovine haptoglobin, Finetest, Sdo Paulo, Brazil),
and the samples were diluted according to the manufacturer’s instructions, with an intra-assay
coefficient of variation of <8% and coefficient of variability <10%. The samples were analyzed in
duplicate.

2.5. Statistical analysis

For statistical analysis, the data were tabulated and analyzed with the InStat statistical
program (GraphPad). Data were considered significant when they presented a P value <0.05, and
P<0.10 indicated a trend. Data on fecal score, serum haptoglobin, and neutrophil:lymphocyte ratio
were nonparametric and so were subjected to the Kruskal-Wallis test. When a time and treatment
interaction was detected, the Mann—Whitney test was performed to compare the treatments, and the
Dunn test was used to compare the different times. The frequencies of diarrhea and pneumonia were
analyzed by the chi-squared test. The other data passed the normality test (Kolmogorov—-Smirnov)
and the variance test (Bartlett) and so were subjected to ANOVA. When a time x treatment interaction
was detected, Student’s t test was performed to compare the treatments at each time point, and
Tukey’s test was used to compare the different times of each treatment.
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3. RESULTS

During the experiment, all calves had at least one episode of diarrhea (fecal score 2-3,
minimum duration of 3 consecutive days, and mean duration of 5 days), and one animal in each group
had diarrhea lasting 36 days (Figure 2). In group S, none of the animals presented oocysts of Eimeria
sp. in the third experimental week, while three animals in group C still had them. In the 6th
experimental week, all animals were negative for Eimeria sp. , although some animals still had
diarrhea. Escherichia coli was isolated from these animals’ fecal samples.

Diarrhea and disease recurrence were higher in group C than in group S (P=0.03 and 0.02,
respectively, Figure 3). The C group presented softer stools (higher fecal score) than the S group in
the 2nd and 3rd weeks of the experiment (P=0.0002 and P=0.01, respectively, Figure 3).

The frequency of animals with respiratory disorders and pneumonia is shown in Figure 4. All
animals had no clinical changes in the respiratory system in the first week, and only one heifer in
group C showed changes in the second week of the experiment (at 24 days of life), with fever,
spontaneous productive cough, and wet rales in the cranioventral lobes. One day after the intranasal
vaccination, 90% of the animals in each group presented a positive cough reflex, bilateral
mucopurulent nasal secretion, and wet rales on tracheal auscultation, without fever.

A total of 40% (4/10) of group C and 10% (1/10) of group S progressed to fever (above 39.2°
C) lasting 2-3 days, productive spontaneous cough, bilateral mucopurulent nasal secretion, and rales
in the lung lasting 10-15 days, so they were treated on the first day that pneumonia was identified.

Group S showed greater weekly weight gain than group C at weeks 3 and 5 (P=0.05 and
P=0.03, respectively) and greater live weight from the 3rd week of life on, which corresponded to the
28th day of the calves' lifespan (P<0.05) (Figure 5).

Of the blood leukocyte measures, a reduction in neutrophilic oxidative metabolism was
observed for group C when the calves were 33 days old compared to the other time points and in
relation to group S (P=0.007 and P=0.001, respectively). In the same period, there was an increase in
the neutrophil:lymphocyte ratio 3 days after vaccination in both groups (C: P=0.05; S: P=0.09). From
this period on, there was a high dispersion of data in the groups, as seven animals from group C and
three from group S had a neutrophil:lymphocyte ratio >30%, with no significant difference between
groups or between times (Figure 6).

Figure 7 shows the serum haptoglobin data. After vaccination, at 33 days of age, the median
serum haptoglobin level was lower in group S than in group C (P=0.05), with no interaction over
time.

Figure 8 shows the data of serum immunoglobulins. Serum 1gG at 51 days old tended to be
greater in group S than group C (P=0.08), with no interaction with time. Serum IgA increased in
group S at 51 days over group C and over the initial value (P=0.03 and 0.006, respectively).

Regarding diseases, there was no interference with the protocol used by the producer on the
farm, who always applied oral moisturizer when the animal showed apathy and dehydration >5%.
This protocol was applied to 8 animals in group C and 3 animals in group S. When the animals
presented fever together with respiratory signs, enrofloxacin was administered. This protocol was
applied to seven animals from group C and four animals from group S. These treatments generated
an expenditure 68% higher for group C than for group S (Appendix 1).

DISCUSSION

The cell wall of S. cerevisiae improved the health of immunologically immature calves
challenged with eimeriosis and BRD, decreasing the duration and recurrence of diarrhea and
minimizing the occurrence of BRD, as it increased the efficiency of the immune system of
immunologically immature calves.

Although eimeriosis is often asymptomatic and self-limiting, a high rate of bloody diarrhea
is observed in animals, either because they are immunologically immature or because of the many
contaminants in the environment. The type of calf studied made environmental disinfection
impossible, and allowing physical contact between the animals allowed the agent to remain in the
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environment (16). Treatment with toltrazuril and trimethoprim sulfadoxine is effective, but the
presence of Eimeria sp. in the feces of some animals 15 days after treatment indicated the occurrence
of reinfections, while diarrhea without the presence of oocysts in the feces indicates secondary
bacterial infections that multiply in the intestinal villi that have been destroyed by eimeriosis (16).

However, supplementation with the S. cerevisiae cell wall decreased the duration and
recurrence of diarrhea, as well as the fecal score of calves in the second and third weeks of the
experiment. Similarly, Neto (2014) found that S. cerevisiae minimized the occurrence of diarrhea of
all etiologies in neonatal calves. B-Glucans and mannan oligosaccharides favor the growth of
beneficial microorganisms in the intestine, preventing pathogenic bacteria from causing opportunistic
diarrhea, in addition to increasing the height of the villi and crypts, aiding in the absorption of
nutrients (10). In addition, supplementation with S. cerevisiae in fermentative culture medium
promotes an increase in IgA in the intestinal mucosa and interferes with the intestinal microbiome of
neonatal calves, decreasing the occurrence of diarrhea in the supplemented animals (23).

In the respiratory system, we observed that the vvm vaccine was a challenge to calves because
it elicited respiratory signs in almost all calves, as reported by Gray et al. (8) and Rossi et al. (21).
The vaccine mimics a mild viral infection that can promote increased local irritation and reduced
phagocyte function within 3 days after vaccination, the period before antibody production, which
makes the lung more susceptible to bacterial infections, especially in the first 3 days after vaccination
(21), which is consistent with the findings of this study, in which inflammation after vaccination was
higher in group C.

Oxidative metabolism is the production of intracellular reactive oxygen species by
phagocytes, whose main function is to eliminate engulfed pathogens (9). Thus, the reduction of this
function in group C, 3 days after vaccination, indicated a lower efficiency of the calves' phagocytes,
which increased their susceptibility to bacterial diseases, especially under the highly challenging
conditions of this experiment, in which the animals had immune immaturity and diarrhea.

More calves in group C developed pneumonia, a factor supported by changes in pulmonary
auscultation, fever, increase neutrophil:lymphocyte ratio, and increased serum haptoglobin 3 days
after vaccination, indicating that the animals presented an infectious condition, whether related to
diarrhea, pneumonia, or both. Although subclinical pneumonia may not be diagnosed by white blood
cell counts or pulmonary auscultation, serum haptoglobin is an early indicator of inflammation and
is proportional to the extent of tissue injury (2); thus, its reduction in group S indicated a less
inflammatory status than in group C.

Inflammation was attenuated in the S group because -glucans and mannan oligosaccharides,
by increasing the phagocytic response, promoted an earlier elimination of pathogens and so did not
perpetuate inflammation. The same was observed in the study by Virmond et al. (2020), in which the
oxidative metabolism of blood phagocytes increased and serum haptoglobin decreased in feedlot-
finished heifers supplemented with S. cerevisiae in fermentation medium, which reduced the
occurrence of BRD. However, Mahmoud et al. (2020) and McDonald et al. (2021) did not observe
any influence of S. cerevisiae fermentation medium on the oxidative metabolism of blood neutrophils
of neonatal calves challenged with SBRV.

Although all the aforementioned studies found that S. cerevisiae led to fewer cases of BRD,
there was a difference in the neutrophilic response capacity, possibly as a function of the S. cerevisiae
formulation used, as well as in relation to the magnitude of the challenge faced by the animals. These
findings emphasize the importance of the quality of the different commercial products based on S.
cerevisiae, which produce effects of greater or lesser severity according to the quality and quantity of
their constituents (22).

Regarding humoral immunity, we observed that vaccination did not promote a significant
increase in serum IgG in either group or in IgA in group C 21 days after vaccination, contrary to the
findings of Ollivett et al. (2018) in neonatal calves, in which both serum immunoglobulins increased
after vaccination. Importantly, they did not measure the specific production of either
immunoglobulin, so their measurement could have indirectly suggested an increase in the total of
each class of immunoglobulins. Rossi et al. (2021) also did not find an increase in bronchoalveolar
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IgG production of calves vaccinated against BRD, since this route of vaccination mainly stimulates
the production of IgA in the mucosal sites and not necessarily in the blood, which could explain its
stability in the blood of group C.

As the serum IgA production only increased when the calves were 51 days old and the
supplemented calves started improving in the second week of the experiment, the question remains
whether the greater intestinal and respiratory tract health was attributed only to the increase in IgA
cellular immunity, or if there was also improvement in early humoral immunity only in the mucosal
sites. In one study, greater immunity resulted in attenuation of the disease conditions, which interacted
with the weight gain of the calves, either due to the better intestinal absorptive capacity or the lower
intestinal and pulmonary inflammation of the animals (15).

Regarding treatment costs, the choice of protocols was made by the farm based on experience,
which may vary between different husbandry systems. Even so, group C had more sick animals than
group S, generating savings under any criteria for the use and choice of drugs.

Although our findings show that supplementation with the S. cerevisiae cell wall increases the
immunity of immunologically immature calves with comorbidities and that it attenuates the side
effects of the intranasal vaccine containing attenuated BRD virus, it remains unknown whether this
same supplementation will exert the same effects in healthy calves.

CONCLUSION

The cell wall of S. cerevisiae improves the health of immunologically immature calves
challenged with eimeriosis and BRD by decreasing the duration and frequency of diarrhea and by
minimizing the occurrence of BRD during the establishment of vaccine immunity. The cell wall of S.
cerevisiae increases the efficiency of the immune system of immunologically immature calves,
preventing a diminution of the cellular response and increasing the humoral defense against sanitary
challenges.
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Figure 1. Respiratory score for identification of BRD in adapted calves.
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Source: McQuirk & Peek, 2014 (modified).

Figure 2. Weekly fecal score (median, 1st and 3rd quartiles) in calves supplemented (S) or not (C) with S.

cerevisiae cell wall
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Figure 3. Recurrence and duration of diarrhea in calves supplemented (S) or not (C) with S. cerevisiae cell
wall
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Figure 4. Respiratory score (median and 95% confidence interval) and pneumonia frequency in calves
supplemented or not (S) with S. cerevisiae cell wall (C)
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Figure 5. Weekly weight gain and live weight (mean and standard deviation) of calves supplemented (S) or

not (C) with S. cerevisiae cell wall
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Figure 6. Blood neutrophils from calves supplemented (S) or (C) without the S cerevisiae cell wall: A.
Neutrophilic oxidative metabolism (mean and standard deviation). B- neutrophil:lymphocyte ratio (median,

1st and 3rd quartiles).
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Figure 7. Serum haptoglobin (median, 1st and 3rd quartiles) of calves supplemented (S) or (C) without the S
cerevisiae cell wall, unit mg/dL
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Figure 8. Serum immunoglobulins (means and standard deviation) in calves supplemented (S) or not (C) with
the S. cerevisiae cell wall
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Cost of health care for calves naturally infected with Eimeria sp. and vaccinated against BRD *

Medicines (respiratory diseases)

Protocol - § mL enrofloxacin (Kinetomax)

Enrofloxacin US$/mL
US$/protocol (about 5 mL)
Number of protocols used
Number of treated animals
Total drug cost. US$

Number of animals in the group

Prorated cost by group, US$/animal

Control group RumenYeast grup

027 0.27
1.34 1.34
20 8
7 4
26,80 10.72
10 10
2.68 1.07

Savings

Protocol with 2L / 1 sachet

US$/protocol (US$/sachet)
Number of protocols used
Number of treated animals
Total solution cost, US$
Number of animals in the group

Prorated cost by group. US$/animal

Electrolyte and energy replenisher (diarrhea control)

Control group  RumenYeast®

3,23 3.23
51 9

8 3
164.73 29,07
10 10
116.47 291

Savings

Labor (respiratory conditions)

Control group  RumenYeast®

US$/treated animal 13.00 13.00
Number of treated animal 20 8
Total costs with labor US$ 260.00 104.00
Number of animals in the group 10 10
Prorated cost by group, US$/animal 26.00 10.40
Eimeriosis
Control group  RumenYeast® Savings
All treated animals, therefore, no difference in cost between
groups
Protocol with Toltrazuril (Bycox) 1 dose (D0) e Sulfadoxine (Borgal) 2
doses, (DO ¢ D15)
Total costs (respiratory, hydration and labor)
Control group  RumenYeast® Savings
US$/total 451.60 143.80 :
Number of animals in the group 10 10
Prorated cost by group. US$/animal 145,16 114,38

* The value of the dollar on the quotation day was 1 real = US$5.23 — Banco do Brasil, november

5th, 2022.
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Processos de producéo utilizados pela empresa ICC BRAZII
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ANEXO 3

Tabela de composicéo da S. cerevisiae da empresa ICC BRAZIL

Rumen‘Yeast

DESCRICAQ DO PRODUTO

AMALISES TIPICAS DE MIMERAIS:

RumenYeast® & a nutricio ideal para a florz ruminal. RumenYeast® Calcio % oan
estimula a atividade das bacténias celulaliticas, impulsionande a condicdo Enxofre % 0.3
da microflora do nimen, ¢ gue levard @ uma produgdo de leite & came Fasforo % 0,62
significativaments maior & 3 melhoria na salde gerzl & bem-estar dos Magneésio % 0,08
ruminantes. RumenYeast® possui aita guantidade de B-glucanas & MOS Potassio % 0,75
que atrawessam o rumen sem serem degradados (by pass) chegando ao Sadio % 003
intesting grosso e agindo na aglutinacio de bactérias (fimbria tipo 1) & Cobre ppm 0,00
admr;,i"io de'micuho:inas. Crome ppm 1,15
AMALISES TIPICAS: : Ferra ppm 470,83
Contagem total de células Cellsfg 20x 10" Manganés ppm 4750
MPIN g/kg 050 Selénio ppm ool
Extrato Etérec g'kg 10,0 Finco Ppm 96,67
Fibra Bta glkg 200 AMINOACIDOS TOTAIS TIPICOS
Cinzas gikg 0.0 Acido Aspartica e 417
Digestibilidade lleal %(p/p) 750 Acicn Gutimico % 431
Mananoligossacarideos g/kg f20.0 Alanina % 2,00
B Ghucanas a'kg 2100 Arginina % 2,00
Energia Digestivel kealfkg 3432 Cistina % 045
Densidade gL 500.0 Fenilalanina % 2,25
Tamanho médic da particula mesh 120 Glicina o 143
Histidina % 1,18
LTS ) Isoleucina % 136
AMALISES EROMATOLOGHAS: Lewcina % 280
Metzbolitos de Fermentacio g/kg min. 4000 Lisina o, 263
Umidade g/kg max. 0.0 Metioninz % 0.61
Proteina Bruta okg miin. 3500 Pralina % 112
AMALISES MICROBIOLOGICAS: Serina ™ 1.1
Bacterias aerchias mesofilas totais /g i 15,000 Taurina % Néao detectado
Coliformes Totais MMP/g max. L Tirosina % 122
Coliformes termatolerantes MNMPig - Ausente Trecnina % 122
Bolores e leveduras UFC/g max. 100 Triptofano % 054
E eoli /g Ausents | ygling - 235
Salmonellas f25g - Ausente
AMALISES TIPICAS DE VITAMIMAS: DOSAGEM:
Tiamina (B1) ppm 320 Gado de Corte:
Riboflavina (B2) ppm 510 Bezermos: (7 gfcabeca/dia)
Miacina (B3) ppm 61.0 Engorda: (7 g/cabecaldia)
Acido PartotSnico[BS) ppm T8O Gado Leiteiro:
Piridoxina (B6) ppm 15 Bezerras: (T g/cabega/dia)
Colina(BT) ppm 1320.0 Transigdor (14 g & 2Bg/cabeca/dia)
Biotina (B8) ppm 03 MNowvilhas: (7 gfcabega/dia)
Acido Félico (B9 ppm 02 * Durante o periodo de transicdo, a dose recomendada pode ser
Cobalamina (B12) pab 279 | | aumentada até 28 g/cabeca/dia.

CARACTERISTICAS FISICAS:
Po fino. de coloragdo bege a mamom, de boa fluidez e Ivre de
aglomeracies. Odor tipico.

‘O RumenYeast® ¢ um produto natural que gpresents variggGo de cor devida
diferentes matérios-primas utilizodss No processo fermentative, porém esta variggdo
nGo interfere na sua qualidade funcienal

Lactagdor (14 gfcabeca/dia)

** Em situacoes de estresse, recomenda-se dobrar a dosagem de
alimentacdo.

EMBALAGEM:

Saco de papel de 25 kg com polietileno interno bag de 800 kg
ARMAZ ENAGENM:

Armazenar em local seco e fresco longe da luz solar e de insetos.
VALIDADE:

24 Meses da data de fabricacdo

ESTE PRODUTO E GMO Free

50

Composicao da parede celular da Rumen Yeast:
MOS 12% (suportar a satde/reduzir o crecimenro intestinal de patégenos)
B-glucanas 23% (suporta o sistema imune / reduzir absor¢do de micotoxinas)




