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RESUMO

O objetivo do experimento foi avaliar se a suplementacdo de vacas em lactagdo com
produtos contendo diferentes tipos de cepa de Saccharomyces cerevisiae induziria uma
resposta diferente no desempenho lactacional, digestibilidade, concentragdo de niacina
plasmatica, perda de calor evaporativo e imunidade durante o verao brasileiro (ITU > 68
para 86,4 % do tempo). Trinta vacas da raca Holandés (169 + 87 DEL) foram
alimentadas individualmente em dieta padronizada por duas semanas, correspondendo
ao periodo de covariavel, blocadas por paridade antes do tratamento por 56 dias. Os
tratamentos foram produtos contendo SC 47 ou NCYC 996 (Phileo Lesaffre) ou
Controle (CTL). Os constrastes pré-planejados foram: C1) CTL vs. SC 47 + NCYC 996
e C2) SC 47 vs. NCYC 996. Os produtos de leveduras (10 g/vaca/dia) foram misturados
a uma medida de milho moido e fornecido em cima do trato da manhd. As células
viaveis e ndo-viaveis em células/grama foram: : 1,00 x 10'° e 1,03 x 10*° para SC 47 e
1,76 x 10" e 0,93 x 10 para NCYC 996, respectivamente. Os produtos de levedura
ndo afetaram a producdo de leite (35,8 kg/d), sélidos (1,048 proteina, 0,953 gordura e
1,572 lactose em kg/d) e CMS (19,4 kg/d). A concentracdo de niacina nédo diferiu. A
temperatura retal as 19 horas tendeu ser menor no tratamento NCYC 996 que no SC 47
(39,1 vs. 39,4°C), e a frequéncia da temperatura retal > 39,2°C foi reduzida as 13 horas
(37,5 vs. 48,1%) e as 19 horas (41,8 vs. 58,1%) no tratamento NCYC 996 comparado ao
CTL. A frequéncia respiratoria e a taxa de sudorese ndo mudaram com o tratamento. Os
escores de CCS Linear foram 4,94 para o CTL (384.000 células/mL), 4,17 para SC 47
(225.000 células /mL) e 4,37 para NCYC 996 (258.000 células /mL) (P < 0,01 para C1).
A resposta imune celular foi avaliada nos dias -1, 7 e 15 e a resposta humoral nos dias -
1, 7 e 23 relativos a vacinagdo com vacina anti-rabica inativada no dia 35. O titulo de
anticorpos antirrabicos no soro e Interleucina-4 (IL-4) aumentaram e Interferon gama
(IFNYy) foi reduzido em resposta a vacinagdo. Os monocitos do sangue foram reduzidos
por NCYC 996 comparado ao SC 47 no dia -1 e aumentaram no dia 15. Comparado ao
SC47, NCYC 996 também tendeu aumentar IL-4 no dia -1 e reduziu IL-4 no dia 15. Os
titulos de anticorpos anti-rabicos e IFNy ndo foram afetados pelo tratamento. A
digestibilidade aparente do trato total dos nutrientes e a excrecdo diaria de alantoina ndo
tiveram diferenca. Os produtos de leveduras aumentaram o tempo de ingestéo por dia e
por unidade de CMS e o tempo de duracdo de refeicdo relativo ao CTL, com similar
CMS. As vacas no tratamento NCYC 996 apresentaram selecéo a favor de particulas >
19 mm a noite (118%) e SC 47 induziu rejei¢do de particulas longas. As concentragdes
de glicose e N-ureico do plasma ndo diferiram entre os tratamentos. A suplementagéo
com produtos de levedura ndo teve impacto no desempenho animal e digestibilidade,
mas reduziu a CCS do leite. O efeito na resposta imune celular e termorregulacao
diferiram entre os produtos de levedura avaliados. A suplementacdo com levedura
tendeu aumentar IL-4 ap0s a vacinacao, tendeu reduzir os monaocitos do sangue antes da
vacinacao e reduziu a CCS do leite.

Palavras-chave: estresse calérico, mastite, contagem de células somaticas,
Saccharomyces cerevisiae



ABSTRACT

This experiment evaluated if the supplementation of lactating dairy cows with products
containing different strains of live Saccharomyces cerevisiae would induce differential
response in lactation performance, digestibility, plasma niacin concentration,
evaporative heat loss, and immunity during Brazilian summer (THI > 68 for 86.4% of
time). Thirty Holsteins (169 = 87 DIM) were individually fed on TMR for a 2-week
covariate period and then paired blocked before assignment to a treatment for 56 d.
Treatments were products containing strains SC 47 or NCYC 996 (Phileo Lesaffre) or
Control (CTL). Pre-planned contrasts were: C1) CTL vs. SC 47 + NCYC 996 and C2)
SC 47 vs. NCYC 996. Yeast products (10 g/cow/d) were mixed to a cup of ground corn
and top dressed to the TMR in the morning. Viable and non-viable cells/g were: 1.00 x
10" and 1.03 x 10" for SC 47 and 1.76 x 10™ and 0.93 x 10" for NCYC 996,
respectively. Yeast products did not affect the yields of milk (35.8 kg/d) and solids
(1.048 kg/d protein, 0.953 kg/d fat and 1.572 lactose) and DMI (19.4 kg/d). Plasma
niacin concentration did not differ. The rectal temperature at 1900 h tended to be lower
(39.1 vs. 39.4°C) on NCYC 996 relative to SC 47 and the frequency of rectal
temperature > 39.2°C was reduced at 1300 h (37.5 vs. 48.1%) and 1900 h (41.8 vs.
58.1%) on NCYC 996 relative to CTL. The respiratory frequency and sweating rate did
not change. The Linear SCC scores were 4.94 for CTL (384,000 cells/mL), 4.17 for SC
47 (225,000 cells/mL), and 4.37 for NCYC 996 (258,000 cells/mL) (P < 0.01 for C1).
The cell-mediated immune response was evaluated on days - 1, 7, and 15 and the
humoral response on days - 1, 7, and 23 relative to vaccination with an inactivated
rabies vaccine on d 35. The titer of rabies antibodies in serum and Interleukin-4 (IL-4)
were increased and Interferon Gamma (IFNy) was reduced in response to vaccination.
Monocytes in blood were reduced by NCYC 996 relative to SC 47 on d - 1 and were
increased on d 15. Compared to SC 47, NCYC 996 also tended to increase IL-4 ond - 1
and reduced IL-4 on d 15. The titer of rabies antibodies and IFNy were not affected by
treatment. The total tract apparent digestibility of nutrients and the daily urinary
allantoin excretion did not differ. Yeast products increased ingestion time per day and
per unit of DMI and meal duration relative to CTL, at similar DMI. Cows on NCYC
996 showed selective sorting behavior in favor of feed particles > 19 mm at night and
SC 47 induced rejection of long feed particles. Glucose and urea-N concentrations in
plasma did not differ. Yeast supplementation had no impact on animal performance and
diet digestibility, but reduced milk SCC. The effect on cell-mediated immune response
and thermoregulation differed between the yeast products evaluated. Yeast
supplementation tended to increase IL-4 after vaccination, tended to reduce blood
monocytes before vaccination, and reduced milk SCC.

Key words: heat stress, mastitis, milk somatic cell count, Saccharomyces cerevisiae
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1 INTRODUCAO

Os probidticos sdo microrganismos vivos que ao serem suplementados na dieta
de vacas leiteiras podem trazer efeitos benéficos ao desempenho, satde ou eficiéncia da
producdo animal. Estes devem ser ndo patogénicos e ndo toxicos, devem conter células
viaveis que sejam capazes de sobreviver ao trato gastrointestinal do hospedeiro e devem
se manter viaveis por longos periodos de armazenamento (FULLER, 1989). As células
vivas e mortas da levedura Saccharomyces cerevisiae séo comumente utilizadas como
aditivo zootécnico (European Commission
http://ec.europa.eu/food/food/animalnutrition/feedadditives/legisl_en.htm) nas dietas de
vacas leiteiras (DESNOYERS et al., 2009; POPPY et al., 2012). A viabilidade das
células varia muito entre os produtos comerciais, sendo que na maioria deles sdo
encontrados uma mistura de leveduras mortas e vivas (SALVATI et al., 2015) ou
produtos com leveduras mortas apenas (CHAUCHEYRAS-DURAND et al., 2008). As
cepas de leveduras apresentam diferencas quanto a sua atividade metabdlica, resposta
imunolégica e mecanismo de a¢dao ruminal (NEWBOLD et al.,1995; POSADAS et al.,
2017).

O estresse calorico causa imenso prejuizo a inddstria leiteira mundial por afetar
negativamente a salde e o desempenho de vacas leiteiras, induzindo reducdo do
consumo, ganho de peso, producdo de leite, eficiéncia reprodutiva e em casos mais
graves pode causar mortalidade de animais (BAUMGARD; RHOADS, 2012). A
suplementacdo de produtos de leveduras pode aumentar a producdo de niacina no
ramen, induzindo aumento na vasodilatacdo periférica e na sudorese, aumentando a
perda de calor evaporativo e reduzindo a exigéncia nutricional de mantenca da
temperatura corporal, o que € capaz de induzir ganho em eficiéncia leiteira
(Leite/Consumo) de vacas submetidas a estresse por calor (SALVATI et al., 2015;
DIAS et al., 2018).

As leveduras podem atuar como imunomoduladores melhorando a resisténcia do
hospedeiro contra microrganismos patogénicos. Em bovinos leiteiros podem melhorar
as respostas protetoras em locais vulneraveis como as glandulas mamarias (DHAMA et
al., 2015), favorecendo a diminuicdo da contagem de celulas somaticas do leite
(ZAWORSKI et al., 2014).


http://ec.europa.eu/food/food/animalnutrition/feedadditives/legisl_en.htm
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O objetivo deste experimento foi avaliar a existéncia de variabilidade na
capacidade de duas cepas de Saccharomyces cerevisiae de estimular a fun¢do ruminal, o
desempenho leiteiro, a concentracdo de niacina no plasma, a perda de calor evaporativo
e a imunidade de vacas leiteiras durante os meses quentes do verdo da regido Sudeste do
Brasil. Trabalhou-se com a hipdtese de que a suplementacdo com produtos de leveduras
vivas pode melhorar o desempenho leiteiro por aumentar a digestibilidade da dieta, a
imunidade e a dissipacdo de calor e o tipo de produto pode determinar a resposta

animal.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Resposta imunoldgica

O sistema imunoldgico do hospedeiro deve ser capaz de reconhecer 0s antigenos
proprios dos ndo proprios, perigosos e indcuos, para ser capaz de montar uma resposta e
eliminar microrganismos patogénicos e/ou possiveis ameacas sem causar dano aos
préprios tecidos (CHAPLIN, 2010). O mecanismo de defesa do animal entra em acao
quando 0s microrganismos patogénicos conseguem atravessar as barreiras externas
(pele, epitélio, membranas) ou quando ocorrem lesdes que iniciam respostas imunes
inatas e respostas imunes adaptativas (MOSER; LEO, 2010; TURVEY; BROIDE,
2010).

2.1.1 Resposta imune inata

A resposta imunoldgica inata € a primeira linha de defesa do organismo que faz
com que a maioria dos microrganismos ou outras formas de agravo (0 estresse, por
exemplo) que quebram as barreiras externas, sejam rapidamente detectados e
eliminados ou contidos (CARROLL; FORSBERG, 2007). A resposta imune inata
apresenta componentes celulares e humorais. Os componentes celulares sdo de origem
hematopoiética e ndo hematopoiética, constituindo-se de células que séo residentes nos
tecidos e células mdveis que percorrem o corpo pela circulagdo sanguinea e linfatica. As
células de origem ndo hematopoiéticas incluem as células epiteliais da pele e mucosas
dos tratos respiratdrio, gastrointestinal e urogenital. Os macréfagos, células dendriticas,
mastocitos, neutrofilos, eosindfilos e células natural killer (NK) sdo células de origem
hematopoietica (TURVEY; BROIDE, 2010; MOSER; LEO, 2010).

Os componentes humorais constituem-se de citocinas, quimiocinas e proteinas
de fase aguda, incluindo aqui as proteinas do complemento. O sistema complemento
apresenta mais de 30 proteinas que podem ser ativadas por trés vias: classica, alternativa
e a via da lectina, em forma de uma cascata enzimatica que vai desencadear na
formagéo de um complexo de ataque a membrana que leva a destruicdo das células alvo
(CARROL, 2004; NESARGIKAR; SPILLER; CHAVEZ, 2012). A via classica é
ativada por anticorpos, enquanto que a via alternativa pode ser ativada sem a presenca

de anticorpos, apenas pela ligagdo com os microrganismos através de cofatores que
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reconhecem os microrganismos (BEUTLER, 2004). A via da lectina é ativada pela
ligacdo da lectina ligante de manose a residuos de manose presentes na superficie dos
microrganismos (CARROL, 2004).

As citocinas sdo proteinas produzidas e liberadas durante a resposta imunologica
pelas células imunes inatas e atuam nas interacfes e na comunicacdo entre as células
(LACY; STOW, 2011). Os maiores produtores de citocinas sdo as células T auxiliares
(Th) e os fagocitos mononucleares. As citocinas produzidas por linfocitos podem ser
chamadas de linfocinas, as produzidas pelos mondcitos de monocinas, as citocinas com
atividade quimiotatica de quimiocinas e as citocinas que sdo produzidas por um
leucdcito e atuam em outros leucocitos sdo chamadas de interleucinas (ZHANG; AN,
2007). As citocinas podem ser classificadas em citocinas pré-inflamatorias:
interleucina-1 (IL-1), IL-6, fator de necrose tumoral-o. (TNF-a), interferon-gama (INF-
v), IL-12, IL-18 e citocinas anti-inflamatérias: IL-4, IL-10, IL-11, IL-13, INF-a e fator
transformador de crescimento-beta (TGF-p) (CARROLL; FORSBERG, 2007; ZHANG;
AN, 2007).

Apdbs 0s microrganismos atravessarem as barreiras externas, inicia-se a resposta
imune inata através do reconhecimento dos patdgenos pelos receptores de
reconhecimento padrdo (RRP) que reconhecem 0s componentes microbianos, 0s
chamados padrdes moleculares associados ao patégeno (PAMPS), que incluem
lipopolissacarideos (LPS), lipoproteinas, flagelinas e DNA CpG ndo metilado (AKIRA
et al., 2006), e também os padr6es moleculares associados ao dano (DAMPS) que sdo
0s produtos resultantes de uma infec¢do, constituintes intracelulares (como ATP, acido
arico, proteinas de choque térmico) que sdo liberados quando ocorre dano celular por
infeccdo, estresse ou trauma (SHI et al., 2003). Os RRP podem ser encontrados na
forma de proteinas humorais circulantes como as proteinas do complemento e em
diferentes tipos celulares e podem estar presentes tanto na membrana plasmatica como
0s TLR (Toll-Like Receptors), quanto no citoplasma, como os receptores NLR
(Nucleotide-binding domain leucine-reach) e NOD (nucleotide-binding oligomerization
domain, NOD-Like Receptors). A grande variedade de RRP e capaz de reconhecer
diferentes PAMPs possibilitando a identificacdo de diferentes tipos de microrganismos
patogénicos (CARROLL; FORSBERG, 2007; CHAPLIN, 2010). A ligacdo dos

receptores com os PAMPs ocorre em sitios de ligagdo contendo proteinas que sdo
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ativadas e por sua vez vdo ativar outras proteinas até ativar a célula, ativando assim
fatores de transcricdo, como o fator nuclear kapa B (NF-xB), levando a producdo de
citocinas proé-inflamatorias, maturacdo de células dendriticas (BEUTLER, 2004;
TURVEY; BROIDE, 2010), levando a destruicdo dos microrganismos pelas células
fagocitéarias ou pelo sistema complemento (MEDZHITOV; JANEWAY, 2002). Os
DAMPs sdo reconhecidos pelos RRP, dentre eles TLR e RAGE (Receptor for Advanced
Glycation End Products), que assim como os PAMPs, ap0s a sua ligacdo ativacao de
proteinas, ativa o fator de transcricdo NF-kB e producéo de citocinas pré-inflamatérias.
Uma caracteristica particular dos DAMPs é a ativacdo do inflamassoma NLRP3, uma
proteina (caspase) que induz a liberacdo de IL-1p nos macrofagos (SCHAEFER, 2014).
As células NK contribuem na ativacdo de processos imunologicos através da secrecdo
de altos niveis de citocinas e ndo dependem de um antigeno para serem ativadas,
quando entram em contato com os microrganismos liberam substancias quimicas que
danificam a membrana celular e invadem a célula para destrui-la. (CARROLL;
FORSBERG, 2007).

As citocinas desempenham um papel fundamental no desenvolvimento da
resposta de fase aguda e crbnica, e através da comunicacdo celular desencadeiam
respostas em tecidos que se encontram distantes do local da infeccdo. Com o
desenvolvimento das infec¢bes no hospedeiro surgem efeitos secundarios como a febre
e a producdo de proteinas de fase aguda, que vao auxiliar a resposta imune (BEUTLER,
2004). As proteinas de fase aguda sdo proteinas presentes no sangue e durante a
resposta inflamatdria podem alterar a sua concentracdo sérica em mais de 25% em
resposta as citocinas pré-inflamatorias (ECKERSALL; BELL, 2010). As proteinas de
fase aguda sdo produzidas pelos hepatdcitos no figado e apresentam um papel
importante durante os estagios de inflamagdo quando tem sua produgdo aumentada
(chamada de proteina de fase aguda positiva) ou diminuida (proteina de fase aguda
negativa), pois atuam como mediadores nas fungfes imunes, promovendo o transporte
de produtos gerados durante a inflamacdo e participam na reparacdo e remodelacéo
tecidual (CARROLL; FORSBERG, 2007). A haptoglobina é a principal proteina da
resposta de fase aguda nos ruminantes; a proteina amiloide sérica A apresenta elevada

producdo em casos de inflamacbes agudas, sendo as duas muito utilizadas como
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biomarcadores para detectar casos de inflamagGes nos rebanhos leiteiros
(ECKERSALL; BELL, 2010).

2.1.2 Resposta adaptativa

Quando a resposta inata ndao é suficiente para eliminar ou neutralizar o0s
antigenos, a resposta adaptativa é iniciada. A resposta adaptativa constroi uma resposta
especifica para cada determinante antigénico (epitopos). Assim, a producdo de
anticorpos é uma caracteristica da resposta e ocorre para combater antigenos especificos
(CARROLL; FORSBERG, 2007). A alta mutacdo e replicacdo dos patdgenos
desencadeia a resposta adaptativa que envolve a producdo de anticorpos e
reconhecimento por receptores de células T. Os receptores sdo expressos pelos
linfocitos T e B, que sdo células fundamentais para a resposta adaptativa (MOSER;
LEO, 2010).

Um segundo encontro do mesmo antigeno com o hospedeiro resulta em aumento
da velocidade e intensidade da resposta como consequéncia da memdria imunoldgica.
O sistema imune consegue reconhecer antigenos proprios de ndo proprios através de
proteinas de membrana, o chamado “complexo de histocompatibilidade principal”
(MHC) (SORDILLO; STREICHER, 2002). Apéds a ligacdo com o receptor, ocorre a
captacdo e a fagocitose dos patdgenos pelas células apresentadoras de antigenos (APC),
principalmente macr6fagos e células dendriticas. O processamento das proteinas que
sdo derivadas dos microrganismos ocorre nos lisossomos e geram epitopos que vao
formar um complexo com o0 MHC de classe Il na superficie da APC. A presenca de
citocinas pro-inflamatérias e PAMPs induzem a expressdo de moléculas classicas de
MHC e co-estimuladores (MEDZHITOV; JANEWAY, 2000; KISELEVA; NOVIK,
2013). As células dendriticas séo as células do sistema imune inato que apresentam um
papel fundamental no controle da resposta imune adaptativa, pois sdo as mais efetivas
APC para célula T e direcionam a especializacdo e ativagdo da resposta imune celular.
A sua localizacdo, os marcadores de superficie e o perfil de citocinas influenciam a
celula dendritica, e consequentemente o perfil da resposta imune (HOLMGREN;
CZERKINSKY, 2005).

A expressdo do receptor de célula T off (TCR) determina a principal classe de

células T, o qual reconhece o antigeno na forma de um complexo MHC/peptideo que
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sdo expressos pelas células dendriticas, macrofagos e linfocitos B, onde o MHC de
classe 1 e MHC de classe Il estdo em interface com T citotdxicas (TCD8+) e T
auxiliares (TCDA4+), respectivamente. As células T of sdo diferenciadas em
subconjuntos, onde TCD8+ secretam mediadores solUveis que sdo capazes de inibir a
replicacdo do patdgeno e/ou levar a morte de células infectadas (MOSER; LEO, 2010) e
TCDA4+ agem principalmente na regulacao da resposta imunologica (CHAPLIN, 2010).

As células TCD4+ podem ser diferenciadas em perfil de resposta Thl, Th2, Th3,
Th17, Th22, dependendo das condi¢bes do microambiente de citocinas. A liberacdo de
citocinas é um processo que é regulado de forma personalizada para que o sistema
imune possa montar uma resposta mais adequada (LACY; STOW, 2011; KISELEVA,
NOVIK, 2013).

O perfil de citocinas associado ao sistema imune inato vai direcionar a resposta
inicial adaptativa. As citocinas pré-inflamatdrias IL-1, IL-2, IL-12 e TNF-a (fator de
necrose tumoral) promovem o desenvolvimento de um perfil de resposta celular Thl,
enquanto que IL-4, IL-10, IL-13 e o fator transformador de crescimento — p (TGF- B)
promovem uma resposta predominantemente humoral Th2 (KISELEVA; NOVIK,
2013).

A resposta Thl é desencadeada pelas células Thl que ativam os macrofagos para
fagocitar e destruir os microrganismos. Apresenta como citocina de assinatura o IFNy
que € a principal citocina de ativacdo dos macréfagos M1. Apresenta resposta eficiente
contra leveduras, protozodrios, bactérias, virus e toxinas. A resposta Th2 tem a IL-4
como citocina de assinatura e € uma resposta efetiva a parasitos helmintos, ectoparasitos
e manutencdo da gestacdo normal (WEGMANN et al., 1993; MORELLI et al., 2015),
uma resposta humoral que estimula a producéo de anticorpos imunoglobulina E (IgE) e
ativam eosinofilos e mastdcitos para eliminacdo dos patégenos (MOSER; LEO, 2010).
A estimulacdo da producdo de IL-4 através da ligacdo das células ao receptor de na
superficie da célula, é composta por uma ativacdo de Vvérias vias de sinalizacdo sendo
que uma das cadeias especificas envolve transdutores de sinais e ativadores de
transcricdo (STAT). STAT séo proteinas que sdo responsaveis por mediar respostas
induzidas por citocinas. A IL-4 € secretada por diversos tipos celulares incluindo

linfocitos T, mastdcitos e basofilos. A IL-4 é essencial para a inducdo da sintese de IgE
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que é ativada por linfocitos B e pelo fator STAT 6 que é um fator importante para

aumentar a expressao de genes para a sua liberagdo (KAPLAN et al., 1996).

2.1.2.1 Imunidade de mucosas e resposta imune no intestino

Os tecidos linfoides associados as mucosas (MALT) estdo presentes por todo o
trato gastrointestinal, vias respiratorias e trato urogenital. O MALT é um sistema
altamente compartimentado e apresenta mecanismos especificos que fazem com que a
imunidade seja independente da imunidade sistémica. Apesar dessa especificidade, a
compartimentalizagdo faz com que o sistema de mucosa tenha ligagdo dos seus locais
indutivos aos locais efetores. Essa ligacdo se da através da expressdo de quimiocinas,
citocinas e integrinas. Um exemplo é a ligacdo do intestino com a glandula mamaria e o
nariz com o trato respiratorio e mucosa genital (HOLMGREN; CZERKINSKY, 2005).

O intestino, assim como a pele, as vias aéreas e o trato reprodutivo dos
mamiferos estdo sempre expostos a um grande nimero de microrganismos do ambiente
como virus, bactérias, fungos e parasitas letais que podem invadir e colonizar a
superficie mucosa. Entretanto, ocorre também a presenca de antigenos e
microrganismos comensais que convivem em simbiose e podem trazer beneficios para o
hospedeiro ou o contato com antigenos indcuos (ARTIS, 2008; TURNER, 2009). O
intestino é o 6rgdo mais importante de comunicacdo entre 0 ambiente e 0 corpo, pois
apresenta a maior area de superficie mucosa. Assim, estd em constante estimulo
imunologico o que lhe confere um desafio regulatdrio Unico frente ao sistema imune de
mucosa (BRANDTZAEG, 2013; ARTIS, 2008).

As células epiteliais que recobrem a mucosa exercem um papel fundamental
para mediar as interagdes entre 0 ambiente externo e o MALT. A camada epitelial é
composta por juncdes oclusivas intracelulares e possuem extensdes microvilares ricas
em actina que formam uma borda em escova por toda a superficie apical do epitélio,
impedindo a ligacdo e invasdo dos patogenos (SHEN; TURNER, 2006).
Complementando a barreira fisica, ocorrem adaptac6es bioquimicas como o glicocalice
que ¢é formado por uma camada rica em mucinas secretadas pelas células caliciformes
(ARTIS, 2008). Moléculas antimicrobianas, secretadas pelas células epiteliais em
interacdo com a microbiota normal, s&o liberadas em resposta aos PAMPs evitando uma

invasdo ao hospedeiro sem que ocorra producdo de citocinas pro-inflamatorias
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prevenindo uma possivel destruicdo do tecido por uma resposta inflamatdria excessiva
(UEHARA et al., 2007). Embora a camada epitelial tenha uma funcdo de barreira,
apresenta permeabilidade, necessaria para a troca de fluidos e ions que sdo essenciais
para manter as func@es especificas dos tecidos (TURNER, 2009), promovem a digestdo
e absorcdo dos nutrientes e criam uma barreira contra grandes particulas, incluindo os
microrganismos que estdo em contato direto com a camada epitelial (ARTIS, 2008).

Um grande numero de células especializadas e APC, incluindo as células
dendriticas, estdo presentes ao longo do foliculo associado ao epitélio que recobre as
placas de Peyer (COOMBES; POWRIE, 2008). As células dendriticas estendem seus
dendritos e atingem o lumen intestinal (RESCIGNO et al. 2001) alcancando os
antigenos e assim expressam RRPs, incluindo TLR que reconhecem os PAMPs
(MEDZHITOV; JANEWAY, 2000; KISELEVA; NOVIK, 2013). As células epiteliais
também expressam TLR e receptores intracelulares de nucleotideo, como os NOD e
NLR. Esses receptores apresentam dominios no Iimen e intracelular. A ligacdo de TLR
e NLR resultam na ativacdo de resposta imune inata, induzindo a expressdo de citocinas
pré-inflamatorias, quimiocinas e peptideos antimicrobianos (KISELEVA; NOVIK,
2013; ARTIS, 2008). Assim, as células epiteliais do intestino com sua funcdo de
barreira e expressando RRP influenciam o inicio da resposta imune antimicrobiana. As
respostas imunes na mucosa sao determinadas pela natureza do antigeno, o tipo de APC
envolvida e o microambiente local (HOLMGREN; CZERKINSKY, 2005).

Como a maioria dos antigenos no intestino sdo ndo patogénicos, o caminho
padrdo para a célula dendritica e outras APC gera um perfil de resposta Th2 e outros
tipos de respostas de células T regulatdrias, o que resulta numa regulacdo da imunidade
sisttmica, a chamada tolerdncia oral (HOLMGREN; CZERKINSKY, 2005). A
tolerancia oral é uma caracteristica do epitélio saudavel que depende da sua capacidade
em controlar a passagem de antigenos intactos do lumen intestinal para a lamina
propria. Esse fendbmeno ocorre para inibir uma reacdo as proteinas da dieta e
componentes da microbiota comensal, desde que seja mantida a integridade da barreira
epitelial (BRANDTZAEG, 2013). As estruturas linfdides, incluindo as placas de Peyer
e foliculos linféides, presentes na lamina propria e ao longo de todo o trato intestinal,
contribuem para manter o equilibrio entre imunidade e tolerancia na superficie da
mucosa (ARTIS, 2008).
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2.2 Estresse caldrico
2.2.1 Estresse calorico e metabolismo

O Indice de Temperatura e Umidade (ITU), calculado através da temperatura e
umidade relativa do ar, € um indice utilizado para determinar o estresse caldrico em
bovinos. O valor de 72, (ARMSTRONG, 1994) tradicionalmente usado vem sendo
substituido por 68, o qual foi determinado através da avaliagdo de parametros
fisioldgicos e produtivos para vacas que produzem acima de 35 kg de leite por dia
(ZIMBELMAN et al., 2009, COLLIER et al., 2012).

As vacas leiteiras de alta producdo apresentam alto nivel de ingestdo e como
consequéncia uma alta producao de calor metabdlico, associada a fermentacdo ruminal e
a producdo de leite, tornando-as extremamente sensiveis ao estresse térmico. AS
caracteristicas de estresse como 0 aumento da temperatura retal, elevadas taxas de
respiracdo e depressdo no consumo contribuem efetivamente para um decréscimo na
producdo de leite. Dessa maneira é importante conhecer como o estresse altera a
particdo e a utilizacdo dos nutrientes pelo animal para desenvolver estratégias de manejo
que possam evitar grandes perdas durante este periodo de desafio para o desempenho
animal (BAUMGARD; RHOADS, 2012).

Rhoads et al. (2009) avaliaram os efeitos diretos e indiretos do estresse calorico
(EC) nos indices fisioldgicos e metabdlicos de vacas de alta producdo em camaras
climéticas. As vacas foram divididas em dois grupos e submetidas a dois periodos
experimentais. O primeiro periodo (P1) sob condicGes termoneutras (TN) e consumo ad
libitum por nove dias e o segundo periodo (P2) o grupo um foi mantido em condi¢bes
TN e o segundo grupo foi submetido a EC por nove dias. O consumo de matéria seca
(CMS) diminuiu para os dois grupos em relacdo ao P1 (TN) e foi igual para os dois
grupos no P2. A producdo de leite reduziu em maior propor¢do para o grupo em EC,
indicando que o CMS foi responsavel por somente 35 % da reducéo do leite produzido.
De forma similar, vacas em lactacdo foram submetidas a trés periodos experimentais
por Wheelock et al. (2010) que observaram uma reducdo de aproximadamente 30 % no
CMS do grupo dois no P2 em relagdo ao P1 e somente 50 % da queda na producédo de
leite foi atribuida a0 menor CMS. A queda da produgdo de leite observada nesses

experimentos foi atribuida as mudangas no metabolismo energético pds-absortivo.
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O consumo reduzido de energia dietética somado ao aumento dos custos de
manutencdo durante o periodo de estresse térmico pode levar o animal a um balanco
energético negativo (BEN), semelhante ao que ocorre com as vacas no inicio da
lactacdo (BERNABUCCI et al., 2010). A utilizagdo da glicose em condicGes de estresse
calorico é aumentada provavelmente devido ao aumento da insulina que estimula a
gliconeogénese e reduz mobilizacdo de acidos graxos ndo esterificados, direcionando a
glicose para os tecidos periféricos para aumentar a dissipacao de calor (WHEELOCK et
al., 2010). Entretanto, esta glicose vai ser utilizada por outros tecidos e ndo para a
producdo de leite (BAUMGARD; RHOADS, 2013).

Com a reducdo do CMS durante o estresse caldrico, os aminoacidos também
podem ser mobilizados para fornecer substrato energético ao metabolismo animal. Pode
ocorrer degradacdo de proteina que pode ser resultado do aumento do catabolismo
proteico ou resultado direto da lesdo muscular pelo calor (RHOADS et al., 2013). Como
consequéncia, verifica-se um aumento do nitrogénio ureico do plasma, podendo
diminuir a sintese proteica do leite (RHOADS et al., 2009).

As vacas submetidas ao estresse térmico apresentam diversas respostas
fisioldgicas como aumento da sudorese, aumento da temperatura retal e aumento da
frequéncia respiratéria (KADZERE et al., 2002). O estresse calorico pode ocasionar
alteracdes no equilibrio acido-basico e induzir aumento de insulina. O aumento da perda
de CO, pela hiperventilacdo pulmonar, devido ao aumento da frequéncia respiratoria,
reduz a concentracdo de acido carb6nico que é utilizado como bicarbonato para manter
0 pH do sangue, resultando numa alcalose respiratéria (DAVENPORT, 1974). Aumenta
a perda de bicarbonato pela urina e como tentativa em conter uma alcalose respiratdria,
0s rins retém os ions hidrogénio, resultando em acidose metabdlica compensatoria. A
acidose metabdlica interfere na sensibilidade dos tecidos a insulina, resultando numa
resisténcia a insulina, o que leva ao seu aumento no organismo (BAUMGARD;
RHOADS, 2013).

A perda de calor pelo animal ocorre por conducdo, convecgdo, radiacéo,
evaporacdo de agua e atraves da respiragdo, um processo continuo que acontece a todo
tempo e aumenta com o0 estresse calorico pela perda adicional por evaporacao
(KADZERE et al., 2002). Com o redirecionamento do fluxo sanguineo para os tecidos

periféricos, ocorre uma reducdo do fluxo sanguineo no trato gastrintestinal,
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comprometendo a absor¢do dos acidos graxos volateis (AGV) que se acumulam no
rimen e induzem uma queda no pH ruminal (BERNABUCCI et al., 2010). Somando
essas alteracdes com a falta de bicarbonato que esta sendo excretado pelos rins, as vacas
sob estresse caldrico estdo mais susceptiveis a desenvolver acidose ruminal (KADZERE
etal., 2002).

O comportamento ingestivo de vacas sob condi¢fes de estresse calérico podem
contribuir também para acidose ruminal. Vacas em condicGes de estresse calorico
podem diminuir para trés a cinco refeicBGes diarias das 12 a 15 refeicBes que realizam
por dia. O numero reduzido de refeicbes implica em refeicbes mais longas que vao
produzir mais acidos graxos volateis apds o consumo, podendo desencadear uma
acidose ruminal (BERNABUCCI et al., 2010).

2.2.2 Estresse calorico e fungédo imune

O estresse calorico pode alterar as fungdes da resposta imunolégica através de
mudancas neuroenddcrinas em vacas de leite. O aumento da temperatura da superficie
da pele acima de 35 °C provoca nos animais um armazenamento de calor e
desencadeiam os mecanismos de perda de calor por evaporagao que, por sua vez ativam
0S mecanismos de resposta ao estresse calorico (COLLIER et al., 2008). Aumento da
concentracdo plasmatica de cortisol, aumento de leucécitos polimorfonucleares e
aumento da resposta humoral através do aumento de anticorpos foram observados em
vacas submetidas a estresse térmico (LACETERA et al., 2005). O controle da resposta
imune pelo sistema nervoso central € realizado atraveés de uma rede complexa de sinais
que interligam os sistemas nervoso, enddcrino e imunoldgico. A funcdo imune pode ser
alterada por dois principais eixos: hipotalamo-hipofise-adrenal e simpatico-medula
adrenal (PADGETT; GLASER, 2003).

As células estressadas, danificadas ou mortas liberam os DAMPs. Os DAMPs
sdo rapidamente detectados pelos RRP que iniciam uma resposta imunoldgica para
neutralizacdo, destruicdo e reparacao tecidual para manter a homeostase (SCHAEFER,
2014).

As proteinas de choque térmico sdo um exemplo de DAMPs que sédo liberadas
durante o estresse caldrico para proteger o organismo. As alteragdes na expressao

génica incluem a ativacdo do fator de transcricdo do choque térmico; aumento da
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expressdo de proteinas de choque térmico e diminuicdo da expressdo de outras
proteinas; aumento da oxidacéo de glicose e aminoacidos e reducdo do metabolismo de
acidos graxos; ativacdo do sistema enddcrino da resposta ao estresse e ativacdo do
sistema imunoldgico através da secrecdo de proteinas de choque térmico (COLLIER et
al., 2008). Os hormonios glicocorticoides podem influenciar na regulacdo da expressao
de genes do sistema imune, desencadeando agdes diferentes dependendo do tipo celular
envolvido. Os receptores dos glicocorticoides ativados podem se ligar ao fator de
transcricdo fator nuclear kappa B (NF-kB), impedindo a sua migracdo para o nucleo, o
que interfere na regulacdo da expressdo de citocinas de algumas células como os
macrofagos e células T auxiliares (CARROLL; FORSBERG, 2007). Assim como
ocorre 0 aumento dos glicocorticoides durante o periodo de estresse, as catecolaminas
(epinefrina e noraepinefrina) produzidas pela medula adrenal tem a sua producdo
elevada e também ocasionam alteracdes na expressao de genes da resposta imune
(PADGETT; GLASER, 2003).

2.3 Leveduras

As leveduras sdo microrganismos unicelulares e sua denominagdo mais adotada
¢ de pertencerem ao reino Funghi e serem subdivididas em ascomicetos ou
basidiomicetos que podem se reproduzir assexuadamente por brotamento ou fissdo.
Sobrevivem tanto em meio com presenca ou auséncia de oxigénio, no entanto se
reproduzem melhor na presenca de oxigénio (TORTORA et al., 2000).

A espécie mais estudada é Saccharomyces cerevisiae, pois é utilizada ha
milhares de anos na fabricacdo de pées e bebidas. Assim, devido a sua grande utilizacdo
industrial e biotecnologica, a S. cerevisiae € a levedura mais utilizada na alimentagéo de
ruminantes (MARTIN; NISBET, 1992).

Os produtos de S. cerevisiae utilizados diferenciam-se pela quantidade de células
viaveis, as quais sdo fornecidas em maior numero (> 10 bilhGes ufc/g) quando se
fornece levedura viva do que quando se utiliza cultura de leveduras. A biomassa da
levedura é liofilizada para preservar a viabilidade celular e a atividade metabdlica. As
leveduras vivas sdo produtos que contém maior nimero de células vidveis do que ndo-
viaveis e 0s produtos contendo cultura de levedura apresentam células ndo viaveis

misturadas com o meio de crescimento. Outra forma de utilizacdo é através de produtos
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que ndo possuem células vidveis e sdo usados como ingrediente nutricional
(CHAUCHEYRAS-DURAND et al., 2008), como a parede de levedura, que contém
manoproteinas e B-glucanos (KLIS et al., 2006).

A caracteristica de viabilidade que reflete se a célula estad viva ou morta €
diferente da caracteristica de vitalidade da célula. A vitalidade depende da capacidade
fisioldgica da célula, ou seja, dependendo das alteracdes das caracteristicas metabolicas
a célula ndo consegue se reproduzir, no entanto, a mesma permanece viva (KWOLEK-
MIREK; ZADRAG-TECZA, 2014; KREGIEL; BERLOWSKA, 2009). O teste de
viabilidade utilizando azul de metileno é um teste com boa aplicabilidade para
determinar a viabilidade das células (LEE; ROBINSON; WANG, 1981). Apresenta a
vantagem de ser um teste barato, com determinacdo rapida e quando comparado com o
crescimento em placas, em que é necessario o tempo maior de espera para a contagem
das colonias que séo capazes de se reproduzir e crescer no meio de cultura e que
considera as células que ndo se reproduziram estando mortas, destaca-se por apresentar
a contagem das células vivas que podem ser incapazes de se reproduzir, entretanto
continuam vivas (KUCSERA; YARITA; TAKEO, 2000; KWOLEK-MIREK;
ZADRAG-TECZA, 2014).

Os efeitos da temperatura de armazenamento na viabilidade celular de produtos
comerciais de leveduras foram avaliados por Sullivan e Bradford (2011). Oito produtos
comerciais foram avaliados e destacaram que por ser um nimero limitado de amostras,
obtiveram amostras de varios lotes dos produtos para serem mais representativas. Os
produtos utilizados foram: A) Yea-Saac’®® (Alltech, Nicholasville, KY); B) Yea-
Saac'® Farm Pak 2 X (Alltech); C) Biomate Yeast Plus (Chr. Hansen, Hgrsholm,
Dinamarca); D) Levucell SC FarmPak (Lallemand Animal Nutrition, Blagnac, Franga);
E) Procreatin-7 (SAF Agri, Milwaukee, WI); F) FermaStar (Animal Science Products,
Nacogdoches, TX); G) Biosaf (SAF Agri) e H) Levucell SC20 (Lallemand Animal
Nutrition). Amostras de aproximadamente 400 g foram armazenadas em sacos escuros,
vedados e armazenados a 4 °C até as analises. A contagem das células viaveis foi
realizada em até trés semanas do recebimento do produto. Uma subamostra de cada
produto (aproximadamente 50 g) foi armazenada num incubador com temperatura de 40
°C com umidade ambiente e a contagem das células viaveis foi realizada apés 1, 2 e 3

meses de armazenamento. A contagem de unidades formadoras de col6nia (ufc) foi
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realizada diluicdo seriada (1:10) e incubacdo dos produtos por 5 dias em placas sob
temperatura de 25 °C. As placas contendo entre 15 e 300 colbnias foram contadas. Cada
diluicdo foi plaqueada em triplicata e a média das trés placas foi analisada. As
concentracdes de ufc/g variaram muito nos produtos comerciais. Somente o produto E
manteve as concentracdes garantidas pelo fabricante nas trés amostras coletadas.
Entretanto, os produtos A e F tiveram concentracfes maiores do que a garantia pelo
fabricante. A alta temperatura (40 °C) de estocagem diminuiu a viabilidade (P < 0,001)
sendo que a média de ufc/g diminuiu em aproximadamente 90 % em cada més de
estocagem.

Jiang et al. (2017) fornecendo diferentes doses de leveduras vivas e uma dose
alta de leveduras mortas para avaliar o efeito de dose e viabilidade, encontraram
respostas diferentes para a populacdo ruminal de bactérias. A adicdo de baixa
quantidade de levedura viva aumentou a abundancia de bactérias celuloliticas
(Ruminococcus e F. succinogenes) quando comparado a suplementacdo de leveduras
mortas. A adicdo de grande quantidade de leveduras mortas favoreceu o aumento de
bactérias amiloliticas (Ruminobacter e Bifidobacteria). A maioria das familias de
bactérias que tiveram resposta com a adi¢do de baixa quantidade de levedura viva fazem
parte de familias com menos informacdes a respeito do modo de acdo das leveduras
(Paraprevotellaceae, CF231, Treponema e Lechnospiraceae).

Diferencas entre cepas de S. cerevisiae atuando na modificacdo da populacéo
ruminal, foram encontradas por Newbold et al. (1995). Foram avaliados os efeitos de
diferentes cepas (NCYC 240, NCYC 694, NCYC 1026, NCYC 1088) e de um produto
comercial contendo S. cerevisiae (Yea-Sacc) no nimero de bactérias ruminais in vitro e
in vivo. As cepas NCYC 240, NCYC 1026 e Yea-Sacc foram capazes de estimular in
vitro 0 numero de bactérias total e celuloliticas, enquanto que NCYC 694 e NCYC 1088
ndo teve efeito no nimero de bactérias. As cepas NCYC 240, NCYC 1026 e Yea-Sacc
foram testadas in vivo em carneiros canulados ruminalmente e somente a cepa NCYC
1026 aumentou o numero total de bactérias e a cepa NCYC 240 aumentou bactérias
celuloliticas.

As diferentes cepas de leveduras e os diferentes produtos a base de parede
celular de levedura podem apresentar diferengas no mecanismo de acdo. Com o objetivo

de caracterizar a ligacdo de leveduras e seus produtos nas bactérias patogénicas gram-
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positivas ou gram-negativas, Posadas et al. (2017) testaram dois diferentes tipos de
leveduras vivas e trés produtos de parede celular de levedura com 13 bactérias de
diferentes cepas atraves de um escaneamento por microscopia eletronica e ensaios com
filtragens. Verificaram respostas diferentes para as leveduras. As leveduras vivas (P <
0,05) apresentaram maior adeséo as bactérias do que os produtos a base de leveduras.
Escherichia coli O157:H7 e L. monocytogenes tiveram menor potencial de ligacdo as
leveduras e produtos. Clostridium perfringens apresentaram capacidade de ligacdo para
todos os produtos. Foram avaliados também a habilidade de Salmonella e Listeria em
utilizar os componentes de leveduras como nutrientes. As bactérias foram cultivadas em
meio com carbono limitado e suplementadas com extratos de leveduras e de parede
celular de levedura. Foi observado crescimento da Salmonella, indicando que ela pode
utilizar fragmento de levedura como fonte de carbono. Listeria monocytogenes
apresentou crescimento limitado em apenas um dos extratos. Concluiram que o
mecanismo de acdo dos probioticos e produtos a base de leveduras depende da cepa.
Assim, a utilizacdo de probidticos e produtos derivados de probidticos como tratamento

de doencas, deve ser especifico contra o patdgeno alvo.

2.3.1 Mecanismo de acdo das Leveduras

2.3.1.1 Acdo ruminal

Segundo Chaucheyras et al. (1996), algumas cepas de S. cerevisiae podem ser
mais eficientes na utilizacdo de acucares que a Streptococcus bovis, diminuindo assim a
producdo de acido latico. Fatores estimulatérios como a absorcdo do oxigénio gque entra
no ambiente ruminal pela saliva e aderido as particulas de alimento e o fornecimento de
acidos dicarboxilicos, sobretudo o &cido malico, que sdo utilizados pelas bactérias
consumidoras de acido latico, sdo atribuidos as leveduras que propiciam uma melhora
do ambiente ruminal, devido as menores flutuagdes do pH (MARTIN; NISBET, 1992).

A metabolizagdo do lactato pelas bactérias tem sido atribuida como efeito da
suplementacéo de leveduras vivas. Chaucheyras et al. (1996) observaram, in vitro, que a
S. cerevisiae (Levucell SC) foi capaz de competir com a S. bovis pela utilizacdo de
acucares, diminuindo a quantidade de substrato disponivel para o crescimento

bacteriano, o que limitou a quantidade de lactato produzido. A presencga de leveduras
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vivas estimulou o crescimento de bactérias consumidoras de lactato como a
Megasphaera elsdenni e Selenomonas ruminantium, por fornecerem diferentes fatores
de crescimento como aminoacidos, peptideos, vitaminas e acidos organicos (NISBET;
MARTIN, 1991; CHAUCHEYRAS et al., 1996; NEWBOLD et al. 1998; ROSSI et al.,
2004).

A estabilizacdo do pH é outro efeito atribuido as leveduras, de acordo com
Brossard et al. (2004). S. cerevisiae estimulou o crescimento de protozoarios ciliados,
0s quais séo conhecidos por sua capacidade de engolfar rapidamente os granulos de
amido e assim competirem efetivamente com as bactérias amiloliticas pelo substrato.
Além disso, os protozoarios fermentam o amido numa velocidade menor que as
bactérias amiloliticas favorecendo menores flutuacbes no pH (CHAUCHEYRAS-
DURAND et al., 2012).

2.3.1.2 Consumo de matéria seca e resposta animal

A suplementacdo de leveduras na dieta de vacas leiteiras podem apresentar
respostas diferentes no consumo e producgédo de leite. Uma interacdo entre o tipo de
forragem da dieta e a suplementacdo com levedura foi verificado por Adams et al.
(1995), onde a dieta com volumoso de melhor qualidade (alfafa) proporcionou maiores
producdes de leite. Os efeitos da suplementacdo de leveduras no consumo de matéria
seca (CMS), parametros ruminais (pH, concentracdo de AGV e acido lético, relacdo
acetato:propionato) e digestibilidade da matéria organica em ruminantes leiteiros e de
corte foram retratados em uma meta-analise que envolveu experimentos com
suplementacdo de S. cerevisiae (DESNOYERS et al.; 2009). Analisaram também se o
consumo, a composicdo da dieta podem ter influéncia sobre as leveduras e em quais
circunstancias as leveduras sdo mais eficientes. A meta-analise incluiu experimentos in
vivo de grandes e pequenos ruminantes. Observaram que a suplementacdo com
leveduras aumentou o CMS (P = 0.044) e a produgdo de leite (P < 0,001), com
tendéncia em aumentar o contetdo de gordura do leite (P= 0,007). O efeito positivo no
CMS aumentou com a propor¢do de concentrado na dieta (P = 0,043), mas néao teve
influéncia da FDN e da PB. A producgéo de leite aumentou com o0 CMS (P < 0,001) e
com a proporgao de concentrado (P < 0,001), FDN (P = 0,001) e PB (P = 0,001) da

dieta.
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De Ondarza et al. (2010) compilaram dados de experimentos com vacas leiteiras
avaliando a suplementacdo de leveduras vivas (S. cerevisiae) no CMS e producédo e
composicao do leite. Um aumento de 1,15 kg/dia (P < 0,01) foi observado na producgéo
de leite. A suplementacdo com levedura nédo alterou o0 CMS (P = 0.13). O contetdo de
gordura do leite foi um pouco menor para 0s animais que receberam levedura em
relacdo ao controle (3,75 vs. 3,80%; P = 0,03). Entretanto a producdo de gordura foi
maior para os animais suplementados (1,28 vs. 1,25 kg/ dia; P = 0,01). O contetdo de
proteina do leite também reduziu com a adicéo de levedura (2,99 vs. 3,03%; P = 0,001),
entretanto, com a alta producdo de leite a producdo de proteina foi maior com a
suplementacéo de levedura (1,02 vs. 1,00 kg/dia; P < 0,0001).

Poppy et al. (2012) reuniu estudos apenas com a suplementacdo de cultura de
leveduras. Observaram um aumento de 1,2 kg (P < 0,001) na produgéo de leite e um
aumento no CMS em 0,62 kg/ dia (P < 0,01) para vacas em inicio de lactagdo. A
suplementacdo com cultura de levedura para vacas leiteiras em condi¢bes de estresse
caldrico foi realizada por Bruno et al. (2009). Suplementaram 30 g/ dia de cultura de
leveduras e ndo encontraram diferencas no CMS, entretanto aumentou o leite em 1,2
kg/d (P = 0,02), mas reduziu o teor de gordura em 0,10% (P = 0,001).

A suplementacdo com leveduras nem sempre estd relacionada com efeitos
positivos na producdo de leite. Swartz et al. (1994) avaliaram o fornecimento de dois
produtos de leveduras em rebanhos de fazendas comerciais e ndo obtiveram resultados
positivos no desempenho lactacional. Os resultados foram atribuidos ao uso de
tamponantes que podem ter mascarado o efeito da levedura e a composicao e qualidade
das dietas que foram diferentes. O fornecimento de 0, 2 ou 4 g/dia de leveduras vivas (S.
cerevisiae, Procreatin-7, Lesaffre) em dieta com alto amido nédo alterou a producéo de
leite (P > 0,10). Os resultados foram atribuidos as propor¢des molares semelhantes de
acetato e propionato entre as dietas (FERRARETO et al. (2012).

A utilizacdo de leveduras pode alterar também o comportamento ingestivo dos
animais. Bach et al. (2007) utilizando leveduras vivas na suplementacdo de vacas em
lactacdo, obtiveram aumentos nas medias de pH ruminal. As vacas suplementadas com
leveduras tiveram um menor intervalo entre as refei¢cbes e consequentemente maior
namero de refei¢des do que as vacas ndo suplementadas. O aumento das médias de pH

ruminal ndo foram atribuidas as mudangas no comportamento ingestivo, entretanto a
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frequéncia de alimentacdo é um efeito benéfico da levedura que deve ser considerado

para tentar solucionar os mecanismos envolvidos na reducéo de acidose.

2.3.1.3 Digestéo da fibra

A acdo dos probidticos em melhorar a digestibilidade da fibra pode ser
decorrente de efeitos diretos e indiretos no ambiente ruminal. Os efeitos indiretos
podem ser relacionados aos efeitos de estabilizacdo do pH ou pela alteracdo no
ambiente da microbiota que sustenta ou promove a degradagéo da fibra. O efeito direto
nos microrganismos fibroliticos se da pelo fornecimento de nutrientes para as bactérias
e fungos, tais como peptideos, aminoacidos, amonia, acidos organicos e acidos graxos
de cadeia ramificada através do uso dos probidticos (CHAUCHEYRAS-DURAND et
al., 2012).

A suplementacdo com leveduras pode estimular o crescimento de bactérias
fibroliticas. Callaway e Martin (1997), em um experimento in vitro com o objetivo de
determinar os efeitos da cultura de levedura na utilizacdo de lactato e digestdo da
celulose por bactérias ruminais, encontraram que a cultura de levedura pode acelerar a
taxa, mas ndo a extensédo do papel de degradacéo da celulose pela F. succinogenes S85 e
R. flavefaciens FD1, sugerindo que a cultura de levedura forneceu compostos que
possibilitaram o crescimento de bactérias ruminais que utilizam o lactato e digerem
celulose.

O beneficio na digestdo da fibra pode ser atribuido ao frequente aumento no
CMS com a suplementacéo de leveduras, melhorando a satde ruminal e sua funcédo pela
melhora na eficiéncia alimentar (JOUANY, 2006). Ferrareto et al. (2012) encontraram
aumento na digestibilidade da fibra em dieta com alto amido fornecendo 0, 2 ou 4 g/dia
de leveduras vivas (S. cerevisiae, Procreatin-7, Lesaffre). Observaram uma maior
digestibilidade da FDN para a dose de 4 g/dia, entretanto ndo foi verificada diferenca no
pH ruminal entre os tratamentos. Efeito semelhante foi encontrado por Bitencourt et al.
(2011) que n&o encontrou diferencas no pH para o tratamento com leveduras vivas (S.
cerevisiae, CNCM 1-1077), mas observou uma tendéncia em aumentar a digestibilidade
da FDN. Esses experimentos sugerem que o aumento da digestibilidade favorecida pela
suplementacdo com leveduras pode ser um fator independente das flutuagcdes de pH

ruminal.
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2.3.1.4 Mecanismo de acdo na temperatura corporal

Huber et al. (1994) relacionaram que a suplementacdo com cultura de fungos
(cepas de Aspergillus oryzae e Saccharomyces cerevisiae) pode atenuar a temperatura
corporal, temperatura retal em condi¢des de estresse térmico, melhorando a producgéo e
composicdo do leite de vacas em lactacdo. As pesquisas iniciais foram realizadas com
cultura de A. oryzae, entretanto, os efeitos também sdo observados para culturas de
leveduras (HUBER, 1990; WILLIANS; NEWBOLD, 1990).

O mecanismo pelo qual o fornecimento de cultura de fungos diminui a
temperatura retal e a frequéncia respiratoria em vacas sob condicgdes de estresse calorico
ndo é totalmente esclarecido (HUBER et al., 1994). Bruno et al. (2009) observaram que
o fornecimento de 30 g/dia de cultura de S. cerevisiae alterou a temperatura retal de
vacas sob condicBes de estresse caldrico, entretanto obteve apenas um pequeno
resultado numeérico (38,52° vs. 38,44°C). Finck et al. (2014) avaliaram a suplementacao
de levedura em novilhas cruzadas desmamadas e realizaram um desafio fornecendo
lipopolissacarideo (LPS). Compararam a utilizacdo de levedura viva (10*° ufc/g; 5 g /d
por animal), parede celular de leveduras (5 g/d por animal e levedura viva + parede
celular de levedura (5 g/dia de levedura viva + 5 g/dia de parede celular de levedura por
animal). A temperatura retal foi reduzida (P < 0,01) no tratamento com levedura viva +
cultura de levedura e no tratamento com levedura viva (P < 0.04) quando comparada ao
tratamento controle antes do desafio. Apds o desafio foi observado aumento da
temperatura sendo que as novilhas do tratamento controle permaneceram com a
temperatura retal mais elevada (P < 0,05) que nos demais tratamentos com leveduras.
Salvati et al. (2015) suplementaram uma dose diaria de 10 gramas de leveduras vivas
(cepa NCYC) para vacas leiteiras no verdo que favoreceu uma queda da temperatura
retal e da pele e, das taxas de respiracdo que foi atribuida ao aumento da concentragédo
plasmatica de niacina. Dias et al. (2018) observaram um aumento de 0.16 pg/mL de
niacina no plasma em relacdo ao tratamento controle suplementando cultura de
leveduras para vacas leiteiras. Houve reducdo na temperatura da pele e a temperatura
retal reduziu as 15 horas (P < 0,01). A taxa respiratéria reduziuas7 h30e 15h (P <
0,04) e tendeu a reduzir as 20 h.
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A niacina ou &cido nicotinico (vitamina B3), uma vitamina que funciona como
uma coenzima nos processos de oxirreducdo, sendo precursora de NAD e NADP, com
um importante papel na respiragdo mitocondrial e no metabolismo de carboidratos,
lipidios e aminoécidos (NRC, 2001), desencadeia rea¢des vasodilatadoras que podem
ser benéficas para vacas sob condicBes de estresse caldrico (DI CONSTANZO et al.,
1997). A niacina induz a liberacdo de prostaglandina D (PGD,) pelas células de
Langerhans e essa liberacdo de PGD, ativa as células vasculares que ocasiona uma
vasodilatacdo cutanea (MACIEJEWSKI-LENOIR et al., 2006).

A niacina ruminal pode ser sintetizada a partir do aminoécido triptofano
(MAYES, 1993). A sintese ruminal de niacina, segundo o NRC (2001), é adequada para
atender as exigéncias do animal sob condi¢Ges normais. Entretanto, em alguns animais a
suplementacdo com niacina pode aumentar a producéo de leite (FRENCH, 2004).

A absorcéo de niacina ocorre no intestino delgado, cerca de 60 a 80% da niacina
que entra no duodeno € absorvida pelo intestino (MILLER et al., 1986). No rimen pode
ocorrer absorcdo direta pela parede ruminal, entretanto € muito limitada, pois apenas
uma pequena fracdo das vitaminas esta no sobrenadante do fluido ruminal (3 a 7%), a
maior parte encontra-se aderida aos microrganismos ruminais e sofrem degradacao
(ERICKSON et al., 1991).

O efeito da suplementacdo de acido nicotinico (AC) em doses crescentes em 3
periodos consecutivos de 17 dias (periodo 1 = 12 g/d, periodo 2 = 24 g/d e periodo 3 =
36 g/d) foi avaliado por Di Constanzo et al. (1997) para melhorar as respostas
termorregulatérias em vacas holandesas em lactacdo durante o verdo. Temperatura e
taxa respiratdria foram mensuradas duas vezes ao dia (8 e 16 h) no periodo 1, trés vezes
nos periodos 2 e 3 (8, 16 e 22 h). O periodo 1 foi caracterizado como periodo de estresse
moderado com temperatura media de 28,5 °C, o periodo 2 como estresse severo com
temperatura média de 31,4 °C e o periodo 3 foi caracterizado sem condicdes de estresse.
No periodo 1, a temperatura retal ndo foi afetada pelo tratamento as 8 e 16 h. A
temperatura da garupa foi menor as 8 e 16 h para as vacas suplementadas com AN. A
frequéncia respiratoria ndo foi alterada. No periodo 2 a temperatura retal as 8, 16 e 22 h
ndo foram afetadas pelos tratamentos. A temperatura da cauda as 8 h foi menor para as
vacas suplementadas com AN do que para o controle. Semelhantemente, as 16 e 22 h a

temperatura da cauda tendeu a diminuir com o tratamento. A temperatura da garupa as
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08 horas também tendeu a diminuir com o tratamento. Entretanto as 16 e 22 h ndo
tiveram diferenca entre os tratamentos. A frequéncia respiratéria teve uma queda
numérica com a suplementacdo nos 3 horarios. No periodo 3 a temperatura retal, a
temperatura da cauda, a temperatura da garupa e frequéncia respiratoria ndo tiveram
diferencga estatistica entre os tratamentos. A suplementacdo com &cido nicotinico em
condicdes de estresse moderado a severo nao afetou a temperatura retal, mas a
temperatura da pele como uma medida de transferéncia de calor foi reduzida no estresse
moderado. A tendéncia em reduzir a frequéncia respiratdria e a temperatura da garupa
durante condicOes de estresse severo e a falta de resposta durante condigdes
termoneutras suportam um efeito positivo da suplementacdo de &cido nicotinico em
vacas submetidas a estresse térmico no veréo.

Zimbelman et al. (2010) realizaram um estudo com o objetivo de determinar se a
suplementacédo de 12 gramas por dia de niacina encapsulada aumentariam a niacina livre
no plasma de vacas em lactacdo e se a niacina seria capaz de alterar perda de calor
evaporativo e da temperatura corporal em vacas sob condicdes de temperatura
termoneutra (7 dias) e de estresse calérico (7 dias). Suplementaram com 0 ou 12 g/d de
produto de niacina encapsulada, que fornecia 7,8 g de niacina por dia por vaca. As
concentracdes de niacina no plasma nas condi¢cdes termoneutras foram maiores (P <
0,03) nas vacas suplementadas com niacina e permaneceram altas (P < 0,03) em
condicGes de estresse térmico. A producdo de leite ndo foi afetada pelos tratamentos. O
CMS diminuiu (P < 0,05) durante o periodo de estresse térmico para o controle e
tratamento com niacina. O consumo de agua aumentou em todos os tratamentos no
periodo de estresse térmico. A perda de calor por evaporacdo foi maior (P < 0,01) nas
vacas suplementadas no periodo de estresse térmico quando comparado ao termoneutro.
A temperatura retal diminuiu (38,17 vs. 38,34 °C), assim como a temperatura vaginal
(38,0 vs. 38,4 °C) para as vacas suplementadas com niacina em estresse térmico quando
comparadas ao controle.

O fornecimento de niacina protegida para vacas leiteiras com 0 objetivo de ser
absorvida no intestino e aliviar os efeitos do estresse calorico foi avaliado em dois
experimentos, sendo que o primeiro para vacas em inicio de lactacdo (53 £ 5,5 DEL) e 0
segundo para vacas no meio da lactacdo (188 + 4,4 DEL) por Wrinkle et al. (2012). As

taxas respiratorias e escore de ofegacdo foram medidos quatro vezes ao dia. No
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experimento 1 observaram que a taxa respiratoria foi menor (P = 0,02) apenas as 09
horas, sem efeito nos outros horarios € o escore de ofegagdo foi menor (P < 0,01) as
04:30, 09:00 e 20:30 horas, mas ndo teve efeito as 16:30 horas para o tratamento com
suplementacdo de niacina. Nao observaram diferencas no CMS e na producéo de leite,
mas a proporcao de gordura do leite foi menor (P < 0,01) nas vacas recebendo niacina.
No experimento 2, o0 CMS e a producdo de leite ndo tiveram diferenca entre os
tratamentos, entretanto a proporcdo de gordura foi maior (P < 0,01) para as vacas
recebendo niacina protegida. Destacaram ent&o, que a resposta da niacina no conforto
dos animais em relagdo ao estresse térmico nédo teve efeito no CMS e na producédo de
leite.

Castagnino et al. (2016) avaliaram o tamanho de particula de silagem na sintese
ruminal e o suprimento de vitaminas B pos-ruminal de vacas em lactagdo. Foram
realizados dois ensaios: silagem de alfafa (ensaio 1) e silagem de capim dos pomares
(ensaio 2) com dois comprimentos de particula, longo com 19 mm ou curto com 10 mm.
Foram medidos na dieta e no conteddo duodenal: tiamina, riboflavina, niacina, vitamina
B6, folatos e vitamina B 12. A sintese ruminal diéria foi calculada como o fluxo
duodenal menos o ingerido. No ensaio 1, a dieta com particulas longas aumentou a
ingestdo de todas as vitaminas. No ensaio 2, o tamanho de particula diminuiu a ingestao
de vitaminas, aumentou a sintese ruminal de niacina. A sintese ruminal diaria de niacina
foi correlacionada negativamente com a sua ingestdo, sugerindo que as bactérias
ruminais reduziram sua sintese quando foi fornecida na dieta. Atividade microbiana
pode ter também reduzido a degradacdo de niacina, que é suportada pela correlacdo
negativa entre a sintese ruminal dessa vitamina e a ingestdo de nutrientes, pH ruminal,
taxa de passagem, FDN indigestivel no rimen e fluxo duodenal de N microbiano, mas,
correlagéo positiva com o FDN digestivel no rimen e concentracdo de AGV. Sugerindo
gue maiores ingestdes de nutrientes e fluxo duodenal, assim como maior digestédo de
FDN no rumen, aumenta a degradacao de niacina pelas bactérias ruminais.

Doses crescentes de niacina protegida (0, 4, 8 e 12 g/d) foram suplementadas por
Rungruang et al. (2014) para 24 vacas holandesas de alta producdo submetidas a dois
ambientes, TN e EC . A temperatura retal, vaginal, frequéncia respiratoria e taxa de
sudorese ndo tiveram efeito com a suplementagdo. A suplementacdo com niacina

protegida aumentou de forma linear (P < 0,01) as concentra¢des de niacina plasmaticas.
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No ambiente EC as concentragdes de niacina no plasma foram menores que no
ambiente TN. Assim, provavelmente o ambiente altera 0 metabolismo de niacina
durante o estresse térmico, podendo levar a um aumento da mobilizacdo da niacina
estocada nas hemaceas. A concentracdo de niacina do leite também teve um efeito linear

com as doses, entretanto ndo teve efeito do ambiente.

2.3.2 Leveduras como probioticos e imunomodulacdo

As leveduras estdo incluidas nos microrganismos que sdo utilizados como
probioticos. A definicdo mais utilizada para probidticos é que sdo: “microrganismos
vivos que, quando administrados em quantidades adequadas conferem um beneficio
para a satde do hospedeiro” (FULLER, 1989). Entretanto, o termo probidtico vem
sendo substituido pelo termo DFM “direct-fed microbials”, como produto alimentar
contendo fonte natural de microrganismos vivos (vidveis) por indicacdo da Food and
Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos. A maioria dos microrganismos usados
como probidticos sdo bactérias, seguidos de fungos e leveduras (FAO, 2016).

Os possiveis mecanismos de acdo dos probidticos no intestino incluem trés
principais vias: extincdo dos patdgenos através da producdo de substancias
antimicrobianas, competicdo por nutrientes e competicdo dos locais de adesdo; alteracéo
do metabolismo microbiano através do aumento ou diminuicdo da atividade enzimatica
e modulacao da resposta imune através do aumento dos niveis de anticorpos e aumento
da atividade dos macrofagos (FULLER, 1989; FAO/WHO, 2001; RAUTRAY et al.,
2011). Os probioticos podem aumentar a populacdo de microrganismos benéficos
(lactobacilos e bifidobactérias) que através da producdo de substancias inibidoras como
bacteriocinas e/ou &cidos organicos, ou por exclusdo competitiva, inibem o crescimento
de microrganismos prejudiciais no trato gastrointestinal (FAO, 2016).

A utilizacdo de substancias imunomoduladoras na nutricdo animal tem como
objetivo favorecer respostas para imunidade inata e adquirida (GALLOIS; OSWALD,
2008). Essas respostas aumentam a resisténcia do hospedeiro contra ataques de
patogenos através de uma melhora nas reacGes imunes protetoras em locais vulneraveis
como nas glandulas mamarias em bovinos de leite, atenuando os efeitos
imunossupressivos do estresse e poluicdo ambiental, modulam para uma resposta

especializada mais adequada e podem ainda aumentar a intensidade e duragdo da
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resposta imune apds a vacinagdo, mantendo a vigilancia imunoldgica (DHAMA et al.,
2015).

A imunomodulacdo pode ser especifica ou ndo especifica. A imunomodulagéo
especifica é limitada a um Unico antigeno como, por exemplo, no processo de
imunizacdo ativa artificial (vacinac¢do). A imunomodulacéo ndo-especifica resulta numa
mudanca na capacidade da resposta imune, tanto na inata quanto na adaptativa,
sistémica ou de mucosas, levando a uma alteracdo na reacdo do hospedeiro para
antigenos diferentes (DHAMA et al., 2015).

Os probidticos sdo conhecidos pelo seu potencial na ativacdo ndo especifica de
macrofagos e estimulacdo da atividade das células natural killer. Uma grande variedade
de microrganismos tem sido empregados como imunoestimulantes, ja que a maioria dos
componentes celulares atuam como ligantes para diferentes receptores TLR. Como
resultado ativam, por exemplo, macrofagos e células dendriticas que por sua vez
estimulam a liberacdo de uma variedade de citocinas (DHAMA et al., 2015).

Leveduras vivas foram descritas como sendo capazes de proteger a mucosa
intestinal contra microrganismos invasores por terem acdo antipatogénica e por
contribuir no estimulo e maturacéo da resposta imune no hospedeiro (FULLER, 1989).
As leveduras que chegam ao intestino, escapando da degradacdo ruminal, digestdo no
abomaso podem ter uma atividade imunoestimulatéria (DURAND-CHAUCHEYRAS et
al., 1998; MORAN, 2004).

A parede celular de S. cerevisiae é composta em sua maioria por polissacarideos,
com aproximadamente 30-50 % de manoproteinas, 5-10 % de B-1,6-glucanos, 30-45%
de B-1,3-glucanos e 1,5-6 % de quitinas (KLIS et al., 2006). Os B-glucanos podem ser
definidos como fibra indigestivel da dieta (KIM et al., 2006) e tem sido considerados
como estimuladores da resposta imune, por aumentarem o numero de células fagociticas
como os macrofagos. As leveduras autolizadas tem sido utilizadas por possuirem efeitos
benéficos como compostos imunomoduladores que interagem direta e indiretamente
tanto com os patdgenos quanto com 0s componentes do sistema imune do animal
(KOGAN; KOCHER, 2007).

Dogi et al. (2011) utilizaram cepas de leveduras isoladas e selecionadas por sua
capacidade de ligacdo com aflatoxina B; e habilidade anti-patogénica, sendo duas cepas,
RCO008 e RC009, isoladas de silagem de milho e uma RCO016 do intestino de suino. As
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cepas de leveduras foram incubadas in vitro sob condigOes simuladas do trato
gastrointestinal, em diferentes pH. As cepas RC008 e RC016 foram capazes de
sobreviver e se ligar a aflatoxina B1 sob condi¢fes do trato gastrointestinal e assim,
exercerem efeitos benéficos no hospedeiro.

O uso de leveduras como imunomoduladores pode minimizar as perdas da
producdo de leite favorecendo a saude animal. Efeito da utilizacdo de levedura na
reducdo da contagem de células somaticas (CCS) tem sido observado. Oliveira et al.
(2010) suplementaram vacas em lactacdo com 10 gramas por dia de produto de levedura
viva (S. cerevisiae) por 28 dias e observaram reducdo na CCS (P = 0,02) que foi
atribuido a um efeito da levedura sobre o sistema imunologico. Zaworski et al. (2014)
forneceram 0, 56 e 112 g de produto derivado da fermentacdo de S. cerevisiae (SCFP)
para vacas em transicdo no periodo de 28 dias antes do parto até 28 dias apds o parto.
Houve um aumento da produgdo de leite em 5,2 + 2,3 kg/dia (P = 0,03) nas primeiras
quatro semanas apés o parto com a suplementacdo de SCFP ndo tendo efeito de dose. A
composicao do leite ndo foi significamente afetada pela suplementacéo de SCFP, exceto
para a CCS que tiveram um decréscimo independentemente da dose (162 vs.75 vs. 88
mil /uL para 0, 56 e 112 g de SCFP). Observaram que a suplementacdo de SCFP
durante o periodo de transicdo pode afetar 0 metabolismo e estado imunoldgico de
vacas no inicio da lactacdo. A suplementacdo teve um efeito benéfico na producéo de
leite e queda da CCS independente da dose fornecida. A suplementacdo com 25 gramas
por dia de produto de levedura viva (S. cerevisiae) por 12 semanas baixou a CCS de
vacas em lactacdo (P < 0,01), a qual foi atribuida a melhora na qualidade do leite
(TRISTAN; MORAN, 2015). Reduc¢do na CCS de bufalas leiteiras foi relatada com o
fornecimento de 30 gramas por dia de S. cerevisiae, entretanto os autores relataram que
o resultado precisava ser melhor investigado (DEGIRMENCIOGLU et al., 2013).

Bach et al. (2018) extrairam o RNA total dos tecidos ruminal e do célon para
verificar as mudancas na expressdo génica nos epitélios ruminal e do cdlon de vacas
leiteiras suplementadas com leveduras vivas. As mudangas na expressao génica foram
verificadas nos dois tecidos. Essas respostas indicam que as leveduras vivas podem ter
tanto uma agdo ruminal, quanto uma agdo imunomodulatdria através das leveduras que

chegaram ao intestino.
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O efeito da suplementagéo de dois produtos de parede celular de levedura (S.
cerevisiae) nas respostas fisioldgica e aguda de novilhas de corte cruzadas ap6s desafio
com LPS foi avaliado por Burdick Sanchez et al. (2013a) Os tratamentos foram:
controle, produto A de parede celular de levedura (YCW-A,; 2,5 g/novilha/dia), produto
C de parede celular de levedura (YCW-C; 2,5 g/novilha/dia). Apos o desafio com LPS
houve um aumento na temperatura vaginal sendo que no tratamento controle e YCW-A
a temperatura foi maior que no tratamento YCW-C (39,00; 38,99 vs. 38,90; P < 0,01).
As concentragOes de cortisol foram maiores no controle do que nos tratamentos com
levedura. As concentracfes de INF-gama e TNF-alfa aumentaram apo6s o desafio, mas
ndo foram afetadas pelo tratamento YCW. IL-6 aumentou ap6s o desafio (P < 0,001) e 0
controle foi maior (35,1 pg/ml) que nos YCW-A (85,8 pg/ml) e YCW-C (136,2 pg/ml;
P < 0,001). A suplementacdo com YCW pode melhorar a satde de novilhas através da
reducdo das respostas fisiologicas e agudas ap6s o desafio com endotoxina (LPS).

As respostas metabdlicas foram também avaliadas (BURDICK SANCHEZ et
al., 2013b). O ganho de peso aumentou mas nao teve efeito dos tratamentos (P < 0,001).
A glicose aumentou ap6s o desafio (P < 0,001) e foram menores para YCW-A que 0
controle e YCW-C. A insulina antes do desafio foi maior nos tratamentos YCW-A e
YCW-C gue no controle. Apds o desafio a insulina foi maior para o tratamento YCW-C
(0,95 ng/ml) que no tratamento YCW-A (0,71 ng/ml) e controle (0,59 ng/ml). Os
AGNE tenderam ser menores no YCW-C que no controle antes do desafio (P = 0,073).
Apo6s o desafio foram menores para YCW-C (0,176 mmol/l) que o controle (0,211
mmol/l) e YCW-A (0,206 mmol/l). O nitrogénio ureico do sangue foi maior no YCW-A
(8,9 mg/dl; P< 0,001) gue no controle (8,2 mg/dl) e YCW-C (8,1 mg/dl) ap6s o desafio.
De acordo com os resultados, a suplementacdo de YCW podem aumentar o
metabolismo energético durante o desafio, sem ocasionar lipolise ou catabolismo.
Assim, a utilizacdo de YCW durante o desafio imune podem modular a demanda de
energia e permitir um retorno apropriado a homeostase.

Yuan et al. (2015), com o objetivo de avaliar a suplementacdo de produto
derivado de S. cerevisiae na imunidade e inflamacdo uterina de vacas na transicéo,
utilizaram produto contendo cultura de levedura mais levedura hidrolisada
enzimaticamente (YC-EHY; Celmanax, Vi-COR, Mason City, IA) com doses de 0, 30,

60 e 90 g/dia ao longo do experimento. Foi realizado um desafio com injecOes
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subcutaneas de ovoalbumina para avaliar a resposta humoral nos dias -21, -7 e 14.
Observaram que as concentracdes de IgG no colostro ndo foram afetadas pelos
tratamentos. N&o houve efeito dos tratamentos nas contagens de eritrocitos,
hemoglobina e leucdcitos. O hematdcrito diminuiu linearmente com o tratamento. As
plaquetas aumentaram com YC-EHY quando comparados ao controle. As
concentragdes de linfocitos, monacitos, eosinéfilos e baséfilos ndo foram afetados pelos
tratamentos. As concentracGes de neutrofilos diminuiram com a suplementacdo. A
hemoglobina, hematdcrito e eritrocito diminuiram nos dias 21 e 35 quando comparados
com outras datas. Os leucécitos aumentaram no dia 1 apds o parto. As plaquetas
diminuiram na semana do parto quando comparadas com o dia -21 e aumentaram no dia
21 e dia 35. A concentracdo e propor¢do de neutréfilos aumentaram no parto. A
concentracdo de linfécitos foi maior no dia -21 quando comparada com outras datas, 0s
mondcitos aumentaram apds o parto quando comparados ao pré-parto e os eosinéfilos
diminuiram no pos-parto em relacdo ao pré-parto. O aumento da dose de YC-EHY
aumentou os niveis de IgG anti-ovoalbumina apds trés desafios de ovoalbumina,
sugerindo que os tratamentos aumentaram a imunidade humoral. Com o aumento da
dose de YC-EHY aumentou quadraticamente a concentracdo fecal de IgA no inicio da
lactacdo, sugerindo que doses de 30 e 60 g/dia podem melhorar a imunidade de mucosa.
A populacdo de neutrofilos foi maior no dia 7 comparada ao dia 42, refletindo a
infiltracdo de neutréfilos imediatamente ap6s o parto, mas ndo houve efeito do
tratamento. A mieloperoxidase (MPO) e neutrofilo elastase (ELANE) foram maiores no
dia 7 comparado ao 42, compativel com o aumento da populacdo de neutrofilos. A
suplementacdo de YC-EHY de 30 e 60 g/dia diminuiram IL-6 RNAm, enquanto MPO e
ELANE aumentaram com os tratamentos. Embora o produto de levedura tenha exercido
efeitos inconsistentes, os resultados encontrados indicam que os componentes de
levedura podem modular a inflamagdo e possivelmente a funcdo reprodutiva.
Observaram uma tendéncia para um efeito quadratico de dose para a semana 1 semana 5
de lactagéo, refletindo numa queda da CCS na dose de 30 e 60 g/dia. Os resultados
sugerem que o produto de levedura pode melhorar as medidas de defesa humoral e da
imunidade celular de mucosas, e ainda modular a saude da glandula mamaria no inicio

da lactacéo.
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Efeito imunomodulatério tem sido observado com o fornecimento do produto
Omnigen-AF® (Phibro Animal Health, Teaneck, NJ) que contém uma mistura de
compostos, dentre eles levedura (Sacharomyces cerevisiae) e niacina. O fornecimento
de 56 gramas/ vaca/ dia de Omnigen-AF® (OMN) ou ndo foi avaliado por Brandao et
al. (2016) para vacas em transicdo com inicio aos 35 dias anteriores ao parto previsto e
por 46 dias apds o parto com o objetivo de otimizar a resposta metabdlica e imune inata
no periodo de transicdo para aumentar a producdo de leite. Aumento na producdo de
leite e melhora na resposta imune inata foram observados com o tratamento de OMN,
com aumento de neutrofilos no endométrio, aumento do fator de necrose tumoral (TNF-
a) e haptoglobina apds o desafio com LPS. O fornecimento de OMN e placebo foi
também avaliado por Fabris et al. (2017) que compararam vacas no pré parto em duas
condicGes, resfriadas ou sob estresse térmico e ap6s o parto (60 dias) manteve os
tratamentos sob condi¢Ges de resfriamento. As vacas suplementadas com OMN
apresentaram menor frequéncia respiratéria em condigcdes de estresse térmico e maior
producdo de leite. O incremento da producdo de leite foi atribuido a suplementacdo de
OMN que atua como um imunomodulador contribuindo com a fungdo imune durante o

periodo de estresse térmico.
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of viable cells of Saccharomyces cerevisiae reduced milk somatic cell count and had no
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supplementation also increased interleukin 4 in blood after rabies vaccination. The type
of yeast product affect cell-mediated immunity and thermoregulation.
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ABSTRACT
This experiment evaluated if the supplementation of lactating dairy cows with products
containing different strains of live Saccharomyces cerevisiae would induce differential
response in lactation performance, digestibility, plasma niacin concentration,
evaporative heat loss, and immunity during Brazilian summer (THI > 68 for 86.4% of
time). Thirty Holsteins (169 = 87 DIM) were individually fed on TMR for a 2-week
covariate period and then paired blocked before assignment to a treatment for 56 d.
Treatments were products containing strains SC 47 or NCYC 996 (Phileo Lesaffre) or
Control (CTL). Pre-planned contrasts were: C1) CTL vs. SC 47 + NCYC 996 and C2)
SC 47 vs. NCYC 996. Yeast products (10 g/cow/d) were mixed to a cup of ground corn
and top dressed to the TMR in the morning. Viable and non-viable cells/g were: 1.00 x
10" and 1.03 x 10" for SC 47 and 1.76 x 10" and 0.93 x 10" for NCYC 996,
respectively. Yeast products did not affect the yields of milk (35.8 kg/d) and solids
(1.048 kg/d protein, 0.953 kg/d fat and 1.572 lactose) and DMI (19.4 kg/d). Plasma
niacin concentration did not differ. The rectal temperature at 1900 h tended to be lower
(39.1 vs. 39.4°C) on NCYC 996 relative to SC 47 and the frequency of rectal
temperature > 39.2°C was reduced at 1300 h (37.5 vs. 48.1%) and 1900 h (41.8 vs.
58.1%) on NCYC 996 relative to CTL. The respiratory frequency and sweating rate did
not change. The Linear SCC scores were 4.94 for CTL (384,000 cells/mL), 4.17 for SC
47 (225,000 cells/mL), and 4.37 for NCYC 996 (258,000 cells/mL) (P < 0.01 for C1).
The cell-mediated immune response was evaluated on days - 1, 7, and 15 and the
humoral response on days - 1, 7, and 23 relative to vaccination with an inactivated
rabies vaccine on d 35. The titer of rabies antibodies in serum and Interleukin-4 (IL-4)

were increased and Interferon Gamma (IFNy) was reduced in response to vaccination.
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Monocytes in blood were reduced by NCYC 996 relative to SC 47 on d - 1 and were
increased on d 15. Compared to SC 47, NCYC 996 also tended to increase IL-4 on d - 1
and reduced IL-4 on d 15. The titer of rabies antibodies and IFNy were not affected by
treatment. The total tract apparent digestibility of nutrients and the daily urinary
allantoin excretion did not differ. Yeast products increased ingestion time per day and
per unit of DMI and meal duration relative to CTL, at similar DMI. Cows on NCYC
996 showed selective sorting behavior in favor of feed particles > 19 mm at night and
SC 47 induced rejection of long feed particles. Glucose and urea-N concentrations in
plasma did not differ. Yeast supplementation had no impact on animal performance and
diet digestibility, but reduced milk SCC. The effect on cell-mediated immune response
and thermoregulation differed between the yeast products evaluated. Yeast
supplementation tended to increase IL-4 after vaccination, tended to reduce blood
monocytes before vaccination, and reduced milk SCC.

Key words: heat stress, mastitis, milk somatic cell count, Saccharomyces cerevisiae

INTRODUCTION

Saccharomyces cerevisiae derived feed additives have been adopted for decades
by the dairy industry mainly as natural modulators of ruminal fermentation (Pinloche et
al., 2013; Jiang et al., 2017), capable of inducing improvement in nutrient digestibility
and assisting in the control of ruminal acidosis (AlZahal et al., 2014; Li et al., 2015). A
proposed mode of action of viable yeast, in addition to providing growth factors for
ruminal microorganisms, is the utilization of oxygen and the effect on the redox
potential of ruminal contents (Marden et al., 2008).

Although the effect of yeast supplementation on lactation performance seems to

be variable across experiments, thoroughly meta-analysis suggest that the average effect
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is positive (Desnoyers et al., 2009; De Ondarza et al., 2010; Poppy et al., 2012). The
variation across experiments in animal response to S. cerevisiae supplementation may
be the result of differences in products (strain, viable/non-viable cells), dosage, diet
composition, feeding management, environment, stage of lactation, duration of
supplementation, among others. A potential factor in the animal response to live S.
cerevisiae supplements is the type of strain. Newbold et al. (1995) have shown
differences in the capacity of S. cerevisiae strains to modulate ruminal microbial yield
in vitro and it has been suggested that the structural complexity of the glucans in yeast
cell walls may determine their immunomodulatory effects (Batbayar et al., 2012).

Heat stress causes major financial loss to the global dairy industry by reducing
milk yield, reproductive efficiency, and longevity of dairy cows. It has been shown that
the supplementation of dairy cows with a product containing viable cells of S.
cerevisiae increased the concentration of niacin in plasma (Salvati et al., 2015), related
to the beneficial effect of yeast on body temperature and respiration rate. The positive
effect of yeast supplementation on plasma niacin concentration, thermoregulation, and
feed efficiency of dairy cows was also observed in response to the supplementation of
non-viable yeast cells (Dias et al., 2018), suggesting that this mode of action is not
dependent on the presence of viable cells. Reports in the literature have shown that
yeast products based on viable (Schwartz et al., 2009; Salvati et al., 2015) and non-
viable (Huber et al., 1994; Bruno et al., 2009; Liu et al., 2014; Dias et al., 2018) cells
can reduce the rectal temperature of dairy cows subjected to heat stress.

Yeast cell wall polysaccharides have immunomodulatory action modulated by
the mucosal associated lymphoid tissue in the digestive tract (Izcue et al., 2006) and the

humoral and cell-mediated adaptive immune system (Broadway et al., 2015). Li et al.
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(2015) observed that the supplementation of dairy cows with non-viable yeast increased
the pro-inflammatory cytokine TNFa in blood before a ruminal acidosis induction
protocol and reduced TNFoa during acidosis. Bach et al. (2018) observed that the
ruminal epithelium of dairy cows supplemented with viable yeast changed the
expression of genes involved in the immune response after 7 d of exposure to the
product and increased genes regulating inflammation and epithelial barrier in the rumen
and genes coding for antimicrobial peptide in the colon. Yuan et al. (2015) observed
that yeast culture supplementation around calving increased platelet count and reduced
neutrophils, increased humoral immunity evaluated by the concentration of anti-
ovalbumin IgG in plasma following an ovalbumin challenge, increased fecal IgA
concentration, and modulated inflammation in the uterine tissue.

The objective of the present study was to evaluate the effect of two commercial
products of viable cells of S. cerevisiae containing strains SC 47 or NCYC 996 on
lactation performance, ruminal function, total tract digestibility, thermoregulation, milk
SCC, and immunity of dairy cows during the warm summer months of Southeast Brazil.
We hypothesized that live yeast supplementation would improve lactation performance
by increasing diet digestibility and heat dissipation and type of strain would determine
the magnitude of the response. It was our interest to evaluate how humoral and cell-
mediated immunity would be affected by the type of strain.

MATERIALS AND METHODS

The protocol was approved by the University of Lavras Bioethic Committee in

Utilization of Animals.

Location, Cows, Treatments, and Experimental Design
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The experiment was conducted from December 15" 2014 to February 23™ 2015,
in an open-walled, sand-bedded tie-stall barn with fans and high pressure sprinklers at
the Better Nature Research Center, located at Iljaci, Minas Gerais, Brazil
(http://www.holandesflamma.com.br/). The research center is located at 846 m above
sea level, 21° 09 52.41” latitude south, and 44° 55' 52.40" longitude west.
Environmental temperature and humidity at the center of the barn were measured at 30-
min intervals with a digital thermometer (EasyLog-USB-2-LCD, Lascar Eletronics,
Salisbury, United Kingdom) at 2.5 m from the floor. The Temperature-Humidity Index
(THI) (Table 1 and Figure 1) was calculated according to Yousef (1985): THI = T +
0.36 x DP + 41.2; where T = temperature (°C) and DP = dew point (°C).

Thirty Holstein cows (9 primiparous) were individually fed the same diet for a 2-
week covariate period. At the end of the covariate period, cows were paired blocked
primarily by parity and secondarily by milk yield. Within a block, each cow received
one of 3 treatments for 56 d, in a covariate adjusted randomized block design with
repeated measures over time. Treatments were: Saccharomyces cerevisiae strain NCYC
996 (Procreatin7, Lesaffre Feed Additives, Toluca, Mexico), S. cerevisiae strain SC 47
(Biosaf, Lesaffre Feed Additives, Marquette-Lez-Lille, France) or Control (CTL).
Mean milk yield, BW, DIM, and SCC at blocking were, respectively: 37.3 kg/d, 609 kg,
165 d, and 403,000 cells/mL for NCYC 996; 37.6 kg/d, 621 kg, 174 d, and 563,000
cells/mL for SC 47; and 37.3 kg/d, 613 kg, 178 d, and 493,000 cells/mL for CTL.

Ten grams of the yeast products were mixed to a cup of ground corn and top
dressed to the diet offered in the morning and cows on CTL received the same amount
of corn. The concentrations of viable and non-viable cells per gram of product were

enumerated on days 21 and 56 of the comparison period (Table 2). The yeast product
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was rehydrated in peptone water (0.1%) warmed to 30°C and allowed to stand for 10
min before the addition of the same volume of a methylene blue solution (0.01%). Cell
count was performed in a Neubauer chamber with a bright field optical microscope
(400x magnification), according to the recommendations of Lee et al. (1981). Non-
viable cells stain dark blue, while viable cells stain light blue due to the difference in
cell permeability to the die.
Feed management and sampling

The TMR was mixed 2 x/d in a 1.2 m® vertical stationary mixer (Unimix 1200.
Casale, Sao Carlos, Brazil) after weighting feed ingredients in precision scales. Cows
had access to new feed at approximately 0700 h and 1300 h. Feed was offered in
sufficient quantity to obtain 7 to 10% of the offered as daily refusals and was pushed at
least 10 x/d. Individual cow intake was assessed throughout the experiment, by
recording the amount of feed offered and orts daily (as fed basis). Samples of
ingredients were collected daily, frozen, and composite samples made per week.
Likewise, ort samples were collected daily and composited per cow per week.
Composite samples were dried in forced-air oven at 55°C for 72 h and ground through a
1-mm diameter mesh screen in a Willey mill (Arthur H. Thomas, Philadelphia, PA).
The DM concentration was determined by drying at 100°C for 24 h. The CP
concentration was determined by micro Kjeldahl analysis and ether extract (EE)
according to AOAC International (2012). Ash was analyzed by incineration at 550°C
for 8 h. The ash-free NDF was determined by filtration in porous crucibles with heat
stable amylase and sodium sulfide (Van Soest et al., 1991). Starch was analyzed

enzymatically according to Hall (2009). The NFC fraction was calculated as 100 - (CP
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+ EE + ash + NDF). The composition of the offered TMR in ingredients and of the

consumed TMR in nutrients are reported in Table 3.
Measurements and Analytical Procedures

Cows were milked 3 x/d in an adjacent herringbone parlor starting at 0500, 1300,
and 2000 h and milk yield was recorded daily. Proportional milk samples from each
milking were obtained on d 11 to 14 of the covariate period and d 6 and 7 of each week
during the comparison period. Milk solids, SCC, and MUN concentrations were
measured by mid-infrared analysis (Delta FTIR, Delta Instruments Inc., Drachten, The
Netherlands) at the Federal University of Minas Gerais milk quality laboratory
(LabUFMG, Belo Horizonte, 31270-901, Brazil). Milk energy secretion (Milk E;
Mcal/d) was calculated as (NRC, 2001): [(0.0929 x % fat) + (0.0547 x % protein) +
(0.0395 x % lactose)] x kg of milk. The secretion of ECM (kg/d) was calculated as:
Milk E/0.70 (assumes a concentration of energy of 0.70 Mcal/kg for milk with 3.7% fat,
3.2% protein, and 4.6% lactose according to the NRC 2001 equation). The 4% FCM
(kg/d) was calculated with the Gaines equation (NRC, 2001): 0.4 x kg of milk + 15 x kg
of fat. The SCC was transformed to a linear scale from 0 to 9 (Linear SCC) in which
scores represented the following values of SCC (x 1,000 cells/mL): 12.5 for SCC score
0; 25 for SCC score 1; 50 for SCC score 2; 100 for SCC score 3; 200 for SCC score 4,
400 for SCC score 5; 800 for SCC score 6; 1,600 for SCC score 7; 3,200 for SCC score
8; and 6,400 for SCC score 9. The SCC score was calculated from the natural logarithm
of the measured SCC (1,000 cells/mL) and the above metioned SCC value of each
score: SCC score = - 3.6438 + 1.4427 x Ln(SCC). Negative values were rounded to
zero. The BCS (1 to 5 scale, thin to fat) was measured by three independent evaluators

at the end of the covariate period and on d 14, 28, and 56 of the comparison period. The
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mean value was used to describe the experimental units. After the morning milking, BW
(kg) was measured on the same days as BCS. The daily BW gain (kg/d) was calculated

as the slope of the linear regression of BW over time.

The total tract apparent digestibility of DM, OM, NDF, and non-NDF OM (% of
intake) were determined on d 42 to 44 by total collection of feces in buckets. Feces were
collected concurrent to defecation during three 8-hour sampling periods and weighed.
The second and third sampling periods began 8 h later than the previous sampling, to
represent a 24-h collection period. Fecal aliquots (equal fresh weight basis) were
immediately frozen during the collection period and a composite sample was formed.
Composite fecal samples were dried for 72 h at 55°C in a forced air oven and ground
through a 1-mm mesh screen (Wiley mill, Thomas Scientific, Swedesboro, NJ). The
DM concentration was determined by drying at 100°C for 24 h. Concentrations of NDF
and ash were determined as described previously. The digestible OM intake (DOMI,
kg/d) was calculated.

Total urinary output was collected in buckets, simultaneously to fecal sampling, to
estimate the relative ruminal microbial synthesis based on purine derivate excretion
(mmol/d). A 20% sulfuric acid solution (200 mL) was added to 20 L buckets and urine
was added to it during the collection period. At the end of the 3-day collection period,
composite urine samples were diluted 1:5 with a 4% sulfuric acid solution and frozen at
-20°C. Allantoin was analyzed as described by Chen and Gomes (1992).

Chewing activity and ingestion behavior were measured on d 42. Chewing was
evaluated by continuous observation of the buccal activity of each cow at 5-min
intervals for 24 h. Buccal activities were: water ingestion, feed ingestion, rumination,

and idleness. Chewing time (min/d) was the sum of ingestion and rumination times.
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Chewing, ingestion, and rumination per unit of DMI were calculated with the DMI of
the day of chewing evaluation. A meal was defined by at least two consecutive 5-min
ingestion events following at least 10 min of idleness or rumination. The duration of the
first daily meal (conditioned meal) was measured with a chronometer. Five evaluators
observed the behavior of all cows after offering feed at 0700 h until the last cow
finished its first meal.

Feed sorting behavior was evaluated on d 45. The proportion of particles above
the 19 mm mesh diameter screen and above and below the 8 mm mesh screen of the
Penn State Particle Separator was evaluated at 0600 and 1300 h for the offered TMR
and at 1200, 1900, and 0600 h for refusals. Feed refusals at 1200 h were mixed with
feed offered at 1300 h for measurement of the offered TMR particle size of each cow.
The predicted intake (as-fed basis) of particles on each screen was: % TMR retained on
screen x kg of TMR consumed. The observed intake of particles was: % TMR retained
on screen x kg of TMR offered - % orts retained on screen x kg of orts. For the
calculation of starch and NDF sorting behaviors the predicted intake of a nutrient was:
% of nutrient in offered TMR DM x kg of DMI. The observed intake was: % of nutrient
in offered TMR DM x kg of offered TMR DM - % of nutrient in orts DM x kg of orts
DM. The selection index was: 100 x (observed intake/predicted intake). Sorting values
below 100% represent selective refusal, above 100% represent preferential intake, and
equal to 100% represent no selection. The proportions of daily TMR intake between
0700 and 1300 h, 1300 and 1900 h, and 1900 and 0700 h were measured

Blood samples from the coccygeal vessels were obtained on days 25 and 53 to
determine plasma urea-N (PUN). Samples for PUN were obtained immediately before

the first daily feeding and at 2 and 4 h after feeding. The blood, collected in vacutainer
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tubes containing EDTA, was centrifuged at 1,800 x g for 10 min and the plasma was
frozen at -20°C. The PUN content was analyzed with a laboratory kit (Urea 500, Doles
Reagentes para Laboratorios, Goiania, Brazil). Plasma glucose concentration was
measured on days 11, 25, 39, and 53 of the comparison period, on blood samples
obtained at 0, 2, 4, and 12 h post-feeding with vacutainer tubes containing EDTA and
potassium fluoride and analyzed with a laboratory kit (Glicose Enzimatica Liquida,
Doles Reagentes para Laboratdrios, Goiania, Brazil).

The respiratory frequency and rectal temperature were measured on d 4 and 7 of
each week of the comparison period starting at 0700, 1300, and 1900 h. Measurements
were made randomly within block. Rectal temperature was measured with digital
thermometers (G-Tech TH186 Onbo Eletronics, Shenzhen, China. Accuracy of 0.1 °C).
The respiration rate (breaths/min) was the mean of 3 consecutive 30 s flank movement
countings.

The sweating rate was evaluated once per week (d 7) at 1500 h, randomly
within block. The colorimetric technique used paper discs impregnated with cobalt
chloride (Schleger and Turner, 1965). Filter paper (Whatman n° 1, 11 pm porosity) was
immersed in a 10% cobalt chloride solution and then oven dried at 105°C for 12 h.
Paper discs (0.5 cm diameter) were cut and dried for 2 min. Three discs were placed on
histological slides and fixed with transparent adhesive tape. The slides with disks were
immediately placed in a sealed glass containing silica. A 3 x 10 cm rectangular area
was shaved on the left flank of each cow, 10 cm below the lumbosacral vertebrae, 1 d
before the measurement. The tape with discs was fixed over the shaved area. The time

for each disc to change color from blue violet to light pink was recorded and the mean
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value was used to calculate the sweating rate (g/m?/h) as: 38,446.6/T, where T is time
in seconds (Schleger and Turner, 1965).

On days 14 and 56, blood samples from the coccygeal vessels were obtained at
1300 h to determine plasma niacin concentration. Blood was collected in vacuum tubes
containing EDTA and centrifuged at 2,118 x g for 10 min to obtain plasma, which was
kept at -20 °C until analysis. Plasma niacin concentration was analyzed with a VitaFast
niacin microbiological assay (R-Biopharm, Dharmstadt, Germany).

Bovine immune response was evaluated after an immune challenge with an
inactivated Rabies vaccine (Raivacel Multi, Vallée, Montes Claros, Brazil) on d 36.
The herd was routinely vaccinated with the same vaccine at 10-month intervals. Serum
samples from the coccygeal blood was obtained on days -1 (d 35 of experiment), 7, and
15 relative to vaccination. Immune response was evaluated by measurement of
cytokines interleukin-4 (IL-4) and interferon gamma (IFNy) with Bovine IL-4 and
Bovine IFN-y ELISA competitive tests (NeoBiolab, Cambridge, MA). The cellular
immune response was evaluated by complete hemogram within 1 hour of blood
sampling in a commercial laboratory (Laboratério Santa Cecilia, Lavras, Brazil). The
neutralization of anti-rabies antibodies in serum was evaluated with the Simplified
Fluorescence Inhibition Microtest (SFIMT) according to Favoretto et al. (1993).
Statistical Analysis

Data obtained at the end of the standardization period and over time during the
comparison period was analyzed as repeated measures with the Mixed procedure of
SAS statistical software (Littell et al., 1998). The statistical model for variables obtained
over time contained the continuous covariate effect (measurement of the same variable

at the end of the covariate period), the random effect of block (1 to 10), and the fixed
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effect of yeast (CTL, NCYC 996, SC 47), time (Days or weeks), and the interaction of
yeast and time. The mean square for the effect of cow nested within yeast was the whole
plot error. The best covariance structure was defined by the Schwarz’s Bayesian criteria
among first-order autoregressive, compound symmetry, and non-structured. Degrees of
freedom were estimated by using the Kenward-Roger option in the model statement.
For variables measures once during the experiment, a similar model was used, but
without the covariate, the time effect, and the interaction between yeast and time. Pre-
planned contrasts were: C1) CTL vs. (SC 47 + NCYC 996) and C2) SC 47 vs. NCYC
996. The proportion of cows with rectal temperature > 39.2°C was analyzed with PROC
GENMOD using logistic regression for binomial data and contrasts were CTL vs. SC
47 and CTL vs. NCYC 996. Statistical significance and trends were considered at P <
0.05 and P < 0.10, respectively.
RESULTS

The temperature, humidity, and THI inside the barn are in Table 1. The mean
THI during the experiment was 72.9, ranging from 63.8 to 86.3. The proportion of THI
values > 68 was 86.4% of time and THI > 72 occurred for 45.6% of time. Humidity got
up to 99% at night, and had a minimum of 36.5%. The 30-min interval THI
measurements peaked between 1300 h and 1400 h (Figure 1). During the experiment,
more than 9 hours of THI greater than 68 occurred every day. The natural environment
was inductive of heat stress in lactating Holsteins.

The concentration of viable and non-viable yeast cells in the products is in Table
2. The proportion of viable cells in total cells was reduced during storage at room
temperature from day 21 to 56 of the experiment, mainly for the SC 47 product. The

product with strain NCYC 996 had more total cells/g and greater cell viability than SC
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47. The consumed dosage of viable yeast cells based on the mean of the two counting of
each product was 18 x 10 cells/d for NCYC 996 and 10 x 10'° cells/d for SC 47 and
the dosage of non-viable cells was 9 x 10™° cells/d for NCYC 996 and 10 x 10* cells/d
for SC 47.

Yeast supplementation did not affect (P > 0.15 for C1) DMI, the secretions of
milk and solids, body tissue deposition, and feed efficiency (Table 4). Strain NCYC 996
tended (P = 0.09 for C2) to reduce the daily lactose secretion relative to SC 47, but no
other difference between strains was observed for the above mentioned variables (P >
0.15 for C2). Both yeast products reduced the Linear SCC relative to CTL (P < 0.01 for
C1), regardless of type (P = 0.40 for C2). The absolute reduction in SCC relative to
CTL (384,000 cells/mL) was - 159,000 cells/mL for SC 47 and - 126,000 cells/mL for
NCYC 996.

The rectal temperature and respiration rate during the day and the sweating rate
in the afternoon are in Table 5. There was no detectable treatment effect (P > 0.32 for
C1 and C2) on the respiration and sweating rates, although there was a trend (P = 0.06
for C2) for strain NCYC 996 to reduce the mean rectal temperature at 1900 h (39.1°C)
relative to SC 47 (39.4°C). Strain NCYC 996 also reduced the proportion of
cow/observations of rectal temperature > 39.2°C at 1300 h (P = 0.05) and 1900 h (P <
0.01) relative to CTL (Table 6). Strain SC 47 did not affect (P > 0.72) the frequency of
rectal temperatures > 39.2°C relative to CTL. Plasma niacin concentration (Table 5)
evaluated in days 14 and 56 of the experiment was not affected (P > 0.62 for C1 and
C2) by yeast supplementation.

Table 7 reports ruminal microbial yield and the total tract apparent digestibility

of nutrients. There was no evidence for an improvement in microbial yield and growth
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efficiency (P > 0.28 for C1 and C2) neither for gain in total tract diet digestibility (P >
0.20 for C1 and C2) in response to yeast supplementation. The DOMI during the days
of digestibility measurement did not differ (P > 0.24 for C1 and C2). Plasma glucose
and PUN concentrations were not responsive (P > 0.12 for C1 and C2) to the treatments
(Table 8), except for a weak trend (P = 0.12 for C1) for yeast products to increase PUN
4 h post-feeding.

Yeast supplementation affected chewing and ingestion behavior (Table 9). Cows
supplemented with yeast had longer duration of ingestion behavior (min/d) than CTL (P
= 0.02 for C1), at similar DMI (P = 0.62 for C1). The duration of ingestion behavior per
unit of DMI was increased (P < 0.01 for C1) by the yeast supplements. Meal duration
was increased by yeast (P = 0.01 for C1), at a similar number of meals per day (P =
0.23 for C1). The duration of the first daily meal was numerically increased by yeast
relative to CTL (+ 5.1 min), but the difference did not approach statistical significance
(P = 0.23 for C1). There was no difference (P > 0.30 for C2) between yeast products on
chewing and ingestion behavior. Treatments had no impact (P > 0.29 for C1 and C2) on
the proportion of the daily intake in the morning, afternoon, and night (Table 10).
Particle size sorting behavior (Table 10) in the morning and afternoon also did not vary
(P > 0.16 for C1 and C2). However, strain NCYC 996 induced (P = 0.01) selective
sorting in favor of feed particles longer than 19 mm at night (118%) at SC 47 induced
refusal of long feed particles (90%).

The majority of the hemogram parameters were not affected (P > 0.11 for C1
and C2) by yeast supplementation (Table 11), except for the trend for less monocytes (P
= 0.08 for C1) immediately before rabies vaccination (Day - 1) on yeast supplemented

cows than on CTL. Strain NCYC 996 reduced monocytes on Day - 1 (P = 0.04 for C2)
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and increased monocytes on Day 15 after vaccination (P = 0.03 for C2) relative to SC
47.

The titer of rabies antibodies and serum cytokines are in Table 12. In response to
vaccination, rabies antibodies and interleukin-4 concentrations in serum were increased
and IFNy was reduced in all treatments, indicative of a polarization for the T Helper cell
type 2 (Th2) immune response profile (Brown et al., 1998). A significant (P = 0.05)
interaction between treatment and day was detected for IL-4. There was a weak trend (P
= 0.12 for C2) for strain NCYC 996 to increase IL-4 on Day - 1 and to reduce (P = 0.03
for C2) it on Day 15 relative to SC 47. The mean response in IL-4 to yeast
supplementation tended to be positive (P = 0.06 for C1). Yeast supplementation and
type of product had no effect (P > 0.19 for C1 and C2) on the titer of rabies antibodies
and IFNy concentration in response to rabies vaccination.

DISCUSSION

Our goal of evaluating the effect of type of yeast strain on dairy cow
performance, digestion, thermoregulation, and immunity was to some extent
compromised by the fact that the concentration of viable and non-viable cells per gram
differed between yeast products. The product containing strain NCYC 996 had higher
concentration of viable cells and similar concentration of non-viable cells than the
product containing strain SC 47 (Table 2). The interpretation of the data must consider
that strain and dosage are intrinsically confounded.

Yeast products had no effect on diet digestibility, lactation performance, and
plasma niacin concentration. Although there was some evidence for a reduction in rectal
temperature with NCYS 996 relative to SC 47, the effect of yeast supplementation on

body temperature was minor and no effect was detected on respiration and sweating
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rates. Salvati et al. (2015) observed that the same NCYC 996 product induced a positive
response in milk yield and plasma niacin concentration, and reduced the respiration rate
and rectal temperature of cows fed on similar experimental condition to this experiment.
In the experiment of Salvati et al. (2015) the dosage of yeast cells was higher (25 x 10
viable cells/d and 5 x 10* non-viable cells/d), milk yield (26.0 kg/d) was lower, at
similar DMI (19.3 kg/d), the diet did not have sodium bicarbonate, and the environment
was not as warm as in this experiment. Yeast dosage, milk yield per cow, diet
composition, and environment, as well as other uncontrolled experimental factors, may
have contributed to the lack of cow response to yeast supplementation in this
experiment. Surveys of the literature (Desnoyers et al., 2009; De Ondarza et al., 2010)
have reported the inconsistency in lactation response of dairy cows to the
supplementation of yeast, although the average cow response is apparently positive.

Although there was no evidence for an effect of yeast products on cow
performance and digestion, both products were effective in reducing milk SCC.
Reductions in milk SCC of dairy cows in response to yeast supplementation have been
observed by others (Oliveira et al., 2010; Nocek et al., 2011; Zaworski et al., 2014; and
Yuan et al., 2015), demonstrating the immunomodulatory capability of yeast based feed
additives. Viable yeast has been shown to bypass the digestive tract of sheep (Durand-
Chaucheyras et al., 1998) and affected gene expression in the colon of cows (Bach et
al., 2018). This suggests the possibility of post-ruminal action on the mucosal associated
lymphoid tissue of the digestive tract (Izcue et al., 2006), as in monogastric animals
(Trckova et al., 2014; Jacob and Pescatore, 2017).

In this experiment, yeast products were mixed to corn and individually fed on

the top of the TMR offered in the morning to guarantee the consumption of the desired
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dosage. This practice may have increased the proportion of yeast cells bypassing the
ruminal fermentation. Toledo et al. (2017) observed that top-dressing rumen-protected
methionine to dairy cows once per day induced an abrupt increase in plasma methionine
concentration and a return to the basal concentrations by 24 hours. Dias et al. (2018)
detected positive effects of a non-viable yeast product on feed efficiency, plasma niacin
concentration, and evaporative heat loss of dairy cows by pulse dosing yeast at 8-hour
intervals, as a way of promoting a steady supply of the additive to the ruminal
fermentation. In this experiment, top-dressing yeast 1 x/d may have reduced the ruminal
availability of yeast cells and may have increased the passage of cells to the lower
digestive tract, explaining the reduction in milk SCC without affecting digestion,
plasma niacin concentration, thermoregulation, lactation performance, and intake. When
yeast supplementation was capable of increasing plasma niacin concentration and
affected thermoregulation (Salvati et al., 2015; Dias et al., 2018), no effect was detected
on milk SCC, suggesting that the mode of action on thermoregulation is distinct from
the immunomodulatory effect of yeast cells.

The reduction in milk SCC in response to yeast supplementation was associated
to a trend (P = 0.08 for C1) for reduced monocytes on day 35, immediately before
rabies vaccination (Day -1). No other marker of cell-mediated immunity was affected
by treatment. Mononuclear phagocytes are important cells on innate and adaptive
immune response of the mammary gland (Rainard and Riollet, 2006). The type of yeast
product differed on the effect upon blood monocytes concentration. The product with
strain NCYC 996 reduced monocytes relative to SC 47 on Day -1, but increased it on
Day 15 post-vaccination. Low monocytes in blood were related to low SCC in milk and

type of product affected cell-mediated immunity.
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The increase in antibody titers in response to rabies vaccination shows that the
vaccination protocol was effective in inducing an immune challenge. The anti-rabies
antibodies peaked 7 days after vaccination and high up to Day 23. Yeast
supplementation had no effect on the titer of anti-rabies antibodies, suggesting that the
additive had no effect on the level of antibody-mediated immunity. Interleukin 4, a
cytokine associated to Th2 helper cells, increased and IFNy, associated to Th1l cells, was
reduced after vaccination, a described feature of the Th2 immune response profile and
of the antagonism between Thl and Th2 response functions (Brown et al., 1998). Yeast
supplementation tended (P = 0.06 for C1) to increase IL-4, suggesting that the
concentration of this cytokine may be related to the low SCC in milk. The Th2 immune
response is predominantly humoral, the increase in IL-4 may have induced lower
recruiting of leukocytes to the mammary gland (Rainard and Riollet, 2006). The type of
product determined the pattern of variation on blood IL-4 concentration. Product NCYC
996 reduced IL-4 15 days post-vaccination compared to SC 47, suggesting a faster
return to homeostasis after vaccination.

Top-dressing yeast with ground corn 1 x/d increased the duration of the
ingestion behavior at similar DMI, increased ingestion time per DMI and meal duration,
but did not affect the number of meals per day and the proportion of daily intake in the
morning, afternoon, and night. Bach et al. (2007), Allen and Ying (2012), and Salvati et
al. (2015) top-dressed yeast 1 x/d to the diet and Dias et al. (2018) gave oral bolus of
yeast 3 x/d and did not observe effects of yeast products on the ingestion behavior of
dairy cows. DeVries and Chevaux (2014) observed a trend for increased number of
meals per day at similar meal duration when dairy cows were top-dressed 1 x/d with a

viable yeast product. The effect of yeast supplementation on ingestion behavior is
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controversial and needs better evaluation; no experiment evaluated the effect of yeast
products added as an ingredient to the offered TMR.
CONCLUSIONS

The supplementation of dairy cows with viable yeast products had no impact on
lactation performance, intake, and diet digestibility, but reduced milk SCC. The
reduction in milk SCC was related to trends of lower monocytes and higher IL-4 in
blood relative to CTL. The type of yeast product affected blood monocytes and IL-4
concentrations, but we could not determine if the number of supplemented cells or the
type of strain mediated the effect.
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Table 1. Temperature-Humidity Index (THI), temperature (°C), and humidity (%) at the
center of the tie stall

ltem Entire experiment’ Week 7°
THI > 68, % of time 86.4 98.5
THI > 72, % of time 45.6 56.8
THI mean 72.9 73.7
THI maximum 86.3 83.6
THI minimum 63.8 66.8
Temperature mean 24.4 24.7
Temperature maximum 36.5 34.0
Temperature minimum 17.0 19.0
Humidity mean 80.0 84.7
Humidity maximum 99.0 98.5
Humidity minimum 36.5 50.0

12688 recordings at 30-min intervals.
Week 7 of measurement of total tract apparent digestibility of nutrients (336 recordings).
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Table 2. Concentration of viable and non-viable yeast cells in products containing
strains NCYC 996 and SC 47 on d 21 and d 56 of the experiment

Viable cells/g Non-viable cells/g Total cells/g
NCYC 996
Day 21 1.89 x 10" 0.96 x 10 2.85 x 10"
Day 56 1.63 x 10%° 0.91 x 10" 2.54 x 10"
Mean 1.76 x 10" 0.93 x 10" 2.70 x 10"
SC 47

Day 21 1.23 x 10" 0.86 x 10% 2.09 x 10*
Day 56 0.78 x 10" 1.21 x 10" 1.99 x 10%°

Mean 1.00 x 10%° 1.03 x 10% 2.04 x 10%
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Table 3. Composition of the diets (% of DM) on treatments Control (CTL) and yeast
strains SC 47 and NCYC 996

CTL SC 47 NCYC 996

Ingredients
Corn silage 42.7 42.7 42.7
Alfafa haylage 4.3 4.3 4.3
Soybean meal (46.0% CP) 12.3 12.3 12.3
SoypassBR Cargill (48.3% CP) 3.5 35 35
Whole cottonseed 11.3 11.3 11.3
Citrus pulp 10.9 10.9 10.9
Rehydrated and ensiled corn grain 13.0 13.0 13.0
Limestone 0.7 0.7 0.7
Sodium bicarbonate 0.5 0.5 0.5
Magnesium oxide 0.3 0.3 0.3
Salt 0.1 0.1 0.1
Minerals and vitamins® 0.4 0.4 0.4
Nutrients
CP 15.7 15.5 15.3
NDF 37.1 37.7 37.3
Forage NDF 23.9 23.8 23.9
Starch 21.9 21.9 21.9
Ether extract 6.8 6.7 6.2
Ash 6.0 6.1 6.3
NFC? 34.4 34.0 34.9
DM, % of as fed 42.3 42.4 42.1

'20.0% Ca, 15.6% P, 3.1% Mg, 3.5% S, 100 ppm Co, 2,000 ppm Cu, 5,000 ppm Mn, 12,000
ppm Zn, 82 ppm Se, 200 ppm I, 1,000 KIU/kg Vit. A, 220 KIU/kg Vit. D, 6,200 1U/kg Vit. E
’NFC =100 - (CP + NDF + Ether extract + Ash)
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Table 4. Intake, lactation performance, MUN, feed efficiency, BW, BCS, and Linear SCC on treatments Control (CTL) and yeast strains

SC 47 and NCYC 996

P-value®

CTL SC 47 NCYC 996 SEM Treat Week TreatxWeek C1 C2
DMI, kg/d 19.3 19.4 19.5 0.48 0.85 <0.01 0.89 0.62 0.79
Milk, kg/d 35.6 36.1 35.7 0.88 0.85 <0.01 0.43 0.69 0.69
ECM, kg/d 31.9 315 31.3 1.25 0.89 <0.01 0.60 0.66 0.88
4% FCM, kg/d 30.7 30.4 30.3 1.08 0.92 <0.01 0.56 0.70 0.93
Fat, kg/d 0.973 0.950 0.936 0.0330 0.62 <0.01 0.32 0.34 0.72
Fat, % 3.16 3.05 3.08 0.073 0.40 <0.01 0.65 0.58 0.65
Protein, kg/d 1.065 1.046 1.032 0.0325 0.64 <0.01 0.13 0.37 0.69
Protein, % 3.08 3.04 3.09 0.059 0.63 <0.01 0.95 0.95 0.36
Lactose, kg/d 1.564 1.614 1.537 0.0399 0.24 <0.01 0.99 0.82 0.09
Lactose, % 4.49 4,52 4,51 0.023 0.45 <0.01 0.12 0.84 0.71
Solids, kg/d 4.100 4.155 3.997 0.1048 0.38 <0.01 0.99 0.57 0.18
Solids, % 11.78 11.66 11.72 0.314 0.58 <0.01 0.61 0.87 0.63
MUN, mg/dL 17.9 16.6 17.5 0.63 0.18 <0.01 0.19 0.19 0.18
Milk/DMI 1.84 1.87 1.82 0.028 0.32 <0.01 0.67 0.73 0.16
ECM/DMI 1.65 1.64 1.61 0.032 0.66 <0.01 0.73 0.49 0.56
BW, kg 630 622 624 5.0 0.32 <0.01 0.43 0.15 0.68
BW gain, kg/d 0.476 0.347 0.329 0.3824 0.92 0.70 0.96
BCS,1to5 2.71 2.70 2.71 0.078 0.99 0.02 0.70 0.89 0.96
Linear SCC,°1t0 9 4.94 4.17 4.37 0.178 <0.01 0.07 0.59 <0.01 0.40

'C1 = CTL vs. (SC 47 + NCYC 996). C2 = SC 47 vs. NCYC 996.

?Equivalency of the SCC scores. 4.94 = 384,000 cells/mL, 4.17 = 225,000 cells/mL, and 4.37 = 258,000 cells/mL.
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Table 5. Rectal temperature and respiration rate measured twice per week at 0700, 1300, and 1900 h, sweating rate measured once per

week at 1500 h, and plasma niacin concentration at 1300 h on d 14 and d 56 on treatments Control (CTL) and yeast strains SC 47 and

NCYC 996
P-value’

CTL SC 47 NCYC 996 SEM Treat Day TreatxDay C1 C2
Rectal temperature, °C
0700 h 38.6 38.7 38.6 0.07 0.50 <0.01 0.27 092 024
1300 h 39.2 39.1 39.0 0.08 0.38 <0.01 0.77 030 0.35
1900 h 39.3 394 39.1 0.13 0.14 <0.01 0.23 0.72  0.06
Respiration, breaths/min
0700 h 45.7 46.9 43.2 3.86 0.64 <0.01 0.87 087 0.36
1300 h 67.8 64.4 62.0 6.61 0.67 <0.01 0.49 049 071
1900 h 57.2 56.2 50.6 6.05 0.51 <0.01 0.48 048  0.36
Sweating rate, g/m2/h
1500 h 206 237 186 58.3 0.60 <0.01 0.44 081 032
Niacin d 14, pg/mL 1.22 1.32 1.35 0.077 0.45 0.67 0.78
Niacin d 56, pg/mL 1.58 1.57 1.55 0.056 0.84 062 0.77

'C1=CTL vs. (SC 47 + NCYC 996). C2 = SC 47 vs. NCYC 996.
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Table 6. Proportion of cow observations (% N = 160/treatment) with rectal temperature > 39.2°C at 0700, 1300, and 1900 h on treatments
Control (CTL) and yeast strains SC 47 and NCYC 996

Treatment CTL vs. SC 47 CTL vs. NCYC 996 . 3
CTL SC47 NCYC 996 Est  SEZ _ P-value Est  SEZ  Povalie  Jddsratio  95%Cl
0700h 100  11.2 13.1 013 0363 072 030 0352 038 0.84 042 164
1300h 481 475 375 2002 0223 091 043 0227  0.05 1.51 096 2.35
1000h 581 587 41.8 002 0226 091 065 0226 <001 1.98 126 3.08

Parameter estimate generated with the GENMOD procedure of SAS using logistic regression for binomial data. Control is zero.
2Standard error of the estimate.
3Profile likelihood 95 % confidence interval for odds ratio.
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Table 7. Urinary allantoin excretion, total-tract apparent digestibility of nutrients, digestible OM intake (DOMI), and the ratio of ECM to
DOMI on treatments Control (CTL) and yeast strains SC 47 and NCYC 996

P-value®

CTL SC 47 NCYC 996 SEM Treat C1 C2

Allantoin, mmol/d 176.1 203.9 171.8 22.31 0.47 0.63 0.28

Allantoin/DOMI, mmol/kg 14.1 15.6 14.9 1.49 0.76 0.55 0.74
Digestibility, % of intake

DM 67.4 67.0 64.2 1.71 0.39 0.39 0.27

oM 70.4 70.5 67.8 1.43 0.34 0.47 0.20

NDF 48.3 50.9 46.4 2.67 0.52 0.43 0.27

Non-NDF OM 84.1 84.5 83.4 0.95 0.71 0.86 0.42

DOMI, kg/d 12.7 12.8 12.6 0.63 0.37 0.66 0.24

ECM/DOMI 2.50 2.43 2.69 0.119 0.33 0.66 0.16

'C1=CTL vs. (SC 47 + NCYC 996). C2 = SC 47 vs. NCYC 996.
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Table 8. Plasma glucose concentration 0, 2, 4, and 12 h post-feeding on weeks 2, 4, 6, and 8 and plasma urea-N (PUN) 0, 2, and 4 h post-
feeding on weeks 4 and 8 on treatments Control (CTL) and yeast strains SC 47 and NCYC 996

P-value®
CTL SC 47 NCYC 996 SEM Treat Week TreatxWeek C1 C2
Glucose, mg/dL
Oh 63.5 63.3 63.2 1.65 0.99 <0.01 0.53 0.91 0.98
2h 56.9 56.5 58.6 1.50 0.87 <0.01 0.99 0.84 0.62
4 h 57.6 58.9 59.5 1.34 0.60 <0.01 0.93 0.34 0.76
12 h 59.1 62.4 60.3 1.94 0.35 <0.01 0.30 0.25 0.36
PUN, mg/dL

Oh 12.7 12.9 13.5 0.61 0.61 <0.01 0.82 0.47 0.49
2h 13.9 13.8 14.9 0.87 0.44 <0.01 0.58 0.59 0.62
4 h 13.2 14.1 14.8 0.79 0.23 <0.01 0.95 0.12 0.42

'C1=CTL vs. (SC 47 + NCYC 996). C2 = SC 47 vs. NCYC 996.
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Table 9. Dry matter intake on d 42 during the evaluation of chewing activity and ingestion behavior on treatments Control (CTL) and yeast
strains SC 47 and NCYC 996

P-value®

CTL SC 47 NCYC 996 SEM Treat C1 C2
DMI, kg/d 19.3 19.4 19.5 0.48 0.85 0.62 0.79
Ingestion, min/d 246 300 307 17.6 0.05 0.02 0.77
Rumination, min/d 460 448 453 22.3 0.90 0.69 0.85
Chewing, min/d 704 749 759 25.2 0.22 0.08 0.74
Ingestion, min/kg DMI 13.3 15.9 16.2 0.82 0.05 <0.01 0.76
Rumination, min/kg DMI 24.6 24.1 24.1 1.23 0.94 0.73 0.99
Chewing, min/kg DMI 37.9 40.1 40.4 1.37 0.38 0.16 0.86
First meal duration, min 25.7 31.9 29.7 3.47 0.43 0.23 0.63
Meal duration, min 27.1 32.2 31.1 1.42 0.04 0.01 0.58
Meals/d 9.1 9.3 10.0 0.47 0.38 0.35 0.30

'C1=CTL vs. (SC 47 + NCYC 996). C2 = SC 47 vs. NCYC 996.
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Table 10. Proportion of daily intake in periods of the day and particle size sorting behavior on d 45 on treatments Control (CTL) and yeast
strains SC 47 and NCYC 996

P-value’
CTL SC 47 NCYC 996 SEM Treat C1 C2
0700 to 1300 h, % of daily intake 53.1 53.6 53.3 1.43 0.96 0.84 0.87
1300 to 1900 h, % of daily intake 29.2 26.0 28.7 3.88 0.67 0.55 0.51
1900 to 0700 h, % of daily intake 17.7 19.6 174 1.92 0.50 0.62 0.29
Sorting, Observed/Predicted,’ %
0700 to 1300 h
>19 mm® 129.9 136.1 120.9 10.41 0.54 0.90 0.27
>8mm<19 mm?3 98.9 98.2 98.6 1.12 0.85 0.66 0.72
<8mm? 97.6 99.2 994 1.67 0.71 0.41 0.93
1300 to 1900 h
>19 mm 97.7 110.8 105.2 7.69 0.49 0.28 0.61
>8mm< 19 mm 111.9 99.0 101.1 6.63 0.35 0.16 0.82
<8 mm 99.7 101.6 100.8 2.62 0.87 0.64 0.82
1900 to 0700 h
>19 mm 97.5 90.2 1175 7.13 0.03 0.45 0.01
>8mm< 19 mm 99.4 105.2 99.7 2.80 0.27 0.37 0.17
<8 mm 110.8 101.7 99.7 5.59 0.34 0.16 0.80

'C1=CTL vs. (SC 47 + NCYC 996). C2 = SC 47 vs. NCYC 996.
< 100% = rejection, > 100% = preferential intake, = 100% = no selection
* Diameter of sieves of the Penn State Particle Separator
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Table 11. Complete hemogram at the day before vaccination (Day - 1) and on days 7 and 15 after vaccination on treatments Control (CTL)
and yeast strains SC 47 and NCYC 996. The rabies vaccination was performed on d 36 of the comparison period

P-value’
CTL SC 47 NCYC 996 SEM Treat Cl C2

Erythrocytes, x10°/uL

Day -1 5.59 5.64 5.86 0.141 0.38 0.37 0.28

Day 7 5.74 5.81 5.99 0.225 0.70 0.54 0.56

Day 15 5.79 5.73 5.95 0.176 0.64 0.80 0.37
Hemoglobin, g/dL

Day -1 8.33 8.73 8.83 0.228 0.26 0.16 0.75

Day 7 8.49 8.92 9.00 0.291 0.41 0.19 0.84

Day 15 8.78 8.85 9.00 0.224 0.78 0.60 0.64
Hematocrit, %

Day - 1 24.44 25.01 25.79 0.627 0.30 0.21 0.36

Day 7 24.89 25.51 26.10 0.783 0.54 0.33 0.58

Day 15 25.66 25.52 26.14 0.522 0.63 0.78 0.37
Mean corpuscular volume, fL

Day - 1 43.67 44.38 44.22 0.858 0.80 0.52 0.88

Day 7 43.72 43.77 43.87 0.796 0.98 0.90 0.92

Day 15 44.61 44.50 44.47 0.910 0.99 0.90 0.98
Mean corpuscular hemoglobin (MCH), pg

Day - 1 14.84 15.45 15.08 0.331 0.44 0.31 0.44

Day 7 14.83 15.21 15.10 0.247 0.46 0.22 0.71

Day 15 15.17 15.42 15.23 0.363 0.88 0.73 0.71
MCH concentration, g/dL

Day - 1 34.07 34.91 34.30 0.393 0.39 0.29 0.32

Day 7 33.97 34.78 34.44 0.278 0.14 0.16 0.38

Day 15 34.18 34.72 34.38 0.393 0.60 0.44 0.52
Red cell distribution width, %

Day -1 18.52 19.68 19.62 0.422 0.10 0.16 0.92
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Day 7
Day 15
Leukocytes, x10%/uL
Day -1
Day 7
Day 15
Lymphocytes, x10%/uL
Day -1
Day 7
Day 15
Monocytes, x10%/uL
Day -1
Day 7
Day 15
Eosinophils, x10%/uL
Day -1
Day 7
Day 15
Platelets, x10%/uL
Day -1
Day 7
Day 15

19.69
19.41

17.96
17.63
19.78

7291
69.55
70.50

3.40
2.70
3.00

4.49
2.83
2.79

275
333
216

19.74
19.76

14.17
18.11
18.66

73.49
67.21
68.00

2.79
2.20
2.50

3.34
2.59
1.66

329
267
259

19.82
19.52

17.88
19.43
19.27

80.28
64.31
64.00

1.49
2.20
5.30

3.00
2.87
2.88

297
318
219

0.685
0.759

2.744
2.001
2.793

2.951
3.967
3.563

0.568
0.634
0.893

0.727
0.571
0.722

22.1
26.5
27.2

0.99
0.94

0.30
0.85
0.92

0.19
0.68
0.20

0.04
0.81
0.07

0.35
0.94
0.15

0.23
0.20
0.47

0.91
0.80

0.72
0.72
0.74

0.31
0.50
0.16

0.08
0.52
0.42

0.18
0.88
0.11

0.20
0.23
0.50

0.93
0.82

0.19
0.70
0.83

0.13
0.63
0.27

0.04
0.99
0.03

0.73
0.74
0.23

0.30
0.19
0.31

'C1 = CTL vs. (SC 47 + NCYC 996). C2 = SC 47 vs. NCYC 996.
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Table 12. Titer of rabies antibodies and serum cytokines at the day before vaccination (Day - 1) and on days 7, 15, and 23 after vaccination
on treatments Control (CTL) and yeast strains SC 47 and NCYC 9966. The rabies vaccination was performed on d 36 of the comparison

period
P-value’
CTL SC 47 NCYC 996 SEM Treat Cl C2
Antibodies, 1U/mL
Day -1 5.6 18.1 12.5 7.68 0.52 0.31 0.61
Day 7 54.9 41.6 375 20.30 0.81 0.54 0.88
Day 23 49.9 40.7 34.5 20.87 0.87 0.63 0.83
Mean? 36.3 334 27.3 18.04 0.88 0.71 0.74
Interleukin-4, pg/mL
Day -1 214 213 238 11.4 0.21 0.43 0.12
Day 7 800 781 913 66.5 0.32 0.57 0.17
Day 15 822 888 713 54.5 0.09 0.76 0.03
Mean® 612 627 621 28.9 0.93 0.06 0.81
Interferon gamma, pg/mL
Day -1 861 862 946 59.6 0.51 0.56 0.32
Day 7 459 452 468 16.3 0.79 0.95 0.50
Day 15 501 495 515 10.7 0.40 0.75 0.19
Mean’ 608 602 643 22.1 0.34 0.59 0.25

'C1=CTL vs. (SC 47 + NCYC 996). C2 = SC 47 vs. NCYC 996.

?P < 0.01 for Day and P = 0.57 for the interaction of Treatment and Day.
3P < 0.01 for Day and P = 0.05 for the interaction of Treatment and Day.
*P < 0.01 for Day and P = 0.73 for the interaction of Treatment and Day.
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Figure 1. Temperature, humidity, and Temperature-Humidity Index (THI) inside the tie

9
stall during the 56-d comparison period. 2688 recordings at 30-min intervals.



