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RESUMO

Efeito da administracdo oral de Megasphaera elsdenii no desempenho e satde de

bezerros leiteiros

A Megasphaera elsdenii (ME) tem potencial de metabolizar o lactato e a glicose a
butirato, promovendo a manutencdo do pH e o aumento da concentracdo de acido butirico,
que é o principal &cido graxo de cadeia curta envolvido no processo de desenvolvimento
ruminal de bezerros, o que possibilita melhora na degradacao e na absorcao de nutrientes, e
consequentemente aumento do desempenho e da salde dos animais. O objetivo deste estudo
foi determinar o efeito do probidtico contendo a cultura deste microrganismo, no desempenho
e salde dos animais durante e apds o aleitamento. Cinquenta bezerras da raca Holandesa,
oriundas de um rebanho comercial, foram distribuidas em delineamento de blocos ao acaso
considerando o peso ao nascimento. Foram testados dois tratamentos: 1) Placebo: solugéo
composta por agua, maltodextrina, agucar, bicarbonato de sodio, fosfato de potéssio, sulfato
de amonio, sulfato de magnésio, cloreto de célcio e cloreto de sodio; e 2) Lactipro NXT:
cultura de ME (NCIMB 41125, 10 ml, 5x10° UFC/ animal, MS Biotec, Wamego, KS) diluida
na solucdo utilizada como placebo. O periodo experimental foi de 84 dias e a administracdo
dos tratamentos foi realizada aos 14 + 1 dia de idade. O programa de aleitamento era do tipo
step-up step-down, e o desaleitamento foi iniciado aos 60 dias com duracdo de sete dias. O
concentrado inicial e a agua estavam disponiveis desde o primeiro dia de idade dos animais e
o feno foi fornecido ao inicio do desaleitamento, e assim como a &gua e 0 concentrado
também foi fornecido ad libitum. O consumo de concentrado foi medido diariamente, assim
como as variaveis de saude. As medidas de crescimento e os metabdlitos sanguineos foram
avaliados a cada duas semanas. As medidas de crescimento e desempenho ndo foram afetadas
pelo tratamento, nem durante o aleitamento nem apds o desaleitamento, assim como também
ndo foi encontrado efeito no consumo de concentrado inicial e consumo de matéria seca total.
No entanto, o consumo de dieta sdlida inicial era baixo e o escore fecal dos animais durante o
fornecimento do probidtico era alto, o que pode ter impactado de forma negativa no
estabelecimento do microrganismo. Os efeitos observados na satde foram apenas numeéricos,
sem significancia e ndo demonstram beneficios acerca da administracdo da cultura de ME ao
aleitamento e desaleitamento. Para a concentracdo de glicose e de beta-hidroxibutirato
(BHBA), observamos valores que sdo compativeis com a idade dos animais. A concentracao
de BHBA foi numericamente maior nos animais que receberam o produto probi6tico nas
semanas ap6s a dosagem, porém a vantagem numérica reduziu ao desaleitamento e ndo teve
efeito na interacdo tratamento idade (p> 0,05). A dosagem oral da cultura de ME em bezerros
aos 14 dias de idade, ndo foi eficaz em promover aumento na concentracdo de metabolitos
envolvidos no desenvolvimento do rimen e consequentemente ndo possibilitaram aumentos
significativos no desempenho e satde dos bezerros durante a transi¢éo do aleitamento para o
desaleitamento.

Palavras-chave: Acidose, Butirato, Microbioma, Probiotico



ABSTRACT

Effect of oral administration of Megasphaera elsdenii on performance and health of

dairy calves

Megasphaera elsdenii (ME) has the potential to metabolize lactate and glucose to
butyrate, promoting the maintenance of pH and increasing the concentration of butyric acid,
which is the main short-chain fatty acid involved in the process of rumen development in
calves, which makes it possible to improve the degradation and absorption of nutrients, and
consequently increase the performance and health of animals. This study aimed to determine
the effect of probiotics containing the culture of this microorganism on the performance and
health of animals during and after breastfeeding. Fifty Holstein calves from a commercial
herd were distributed in a randomized block design considering birth weight. Two treatments
were tested: 1) Placebo: solution composed of water, maltodextrin, sugar, sodium bicarbonate,
potassium phosphate, ammonium sulfate, magnesium sulfate, calcium chloride and sodium
chloride; and 2) Lactipro NXT: ME culture (NCIMB 41125, 10 ml, 5x10° CFU/animal, MS
Biotec, Wamego, KS) diluted in the solution used as placebo. The experimental period was 84
days, and treatments were administered at 14 + 1 day of age. The breastfeeding program was
a step-up, step-down type; weaning began at 60 days and lasted seven days. The initial
concentrate and water were available from the animals' first day of age, and hay was provided
at the beginning of weaning. Water, concentrate, and hay were also provided ad libitum.
Concentrate consumption was measured daily, as were health variables. Growth
measurements and blood metabolites were assessed every two weeks. Growth and
performance measures were not affected by the treatment, neither during breastfeeding nor
after weaning, nor was there any effect on initial concentrate intake and total dry matter
intake. However, the initial solid diet consumption was low, and the fecal score of the animals
during the probiotic supply was high, which may have harmed the establishment of the
microorganism. The effects observed on health were only numerical, without significance,
and did not demonstrate benefits regarding the administration of the ME culture during
breastfeeding and weaning. For the concentration of glucose and beta-hydroxybutyrate
(BHBA), we observed values that were compatible with the age of the animals. The
concentration of BHBA was numerically higher in animals that received the probiotic product
in the weeks after dosing, but the numerical advantage was reduced with weaning and had no
effect on the age-treatment interaction (p> 0.05). Oral dosing of ME culture in calves at 14
days of age was ineffective in promoting an increase in the concentration of metabolites
involved in rumen development and consequently did not allow significant increases in the
performance and health of calves during the transition from breastfeeding to weaning.

Keywords: Acidosis, Butyrate, Microbiome, Probiotic



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Dosagem oral da cultura de Megasphaera elsdenii...........c.cccceccvvvevivene e ieesieennn, 33

Figura 2. Volume de dieta liquida fornecida de acordo com a idade em semanas. O volume
fornecido variou até o inicio do desaleitamento. .........cccceverereni i 34

Figura 3. Consumo de dieta liquida (g de MS/d) durante o periodo de aleitamento. .............. 38
Figura 4. Consumo de dieta solida (g/d) durante o periodo de aleitamento e desaleitamento. 38
Figura 5. Ganho de peso (kg/d) durante o periodo de aleitamento e desaleitamento. ............. 39
Figura 6. Escore fecal dos animais durante o periodo experimental. ...........c.cccccvevevvereennene, 41

Figura 7. Concentracdo de glicose sérica em bezerros suplementados com cultura de
MegaspPhaera EISUENII. ..........cviiieiece st re et e et e e nreenee e 42

Figura 8. Concentracbes de BHBA sérico em bezerros suplementados com cultura da
MEQaSPNAETA BISABNIL ..e..viuiiiieiieeee bbb 42



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Volume e qualidade do colostro fornecido e avaliagdo da transferéncia de
Imunidade PasSiVa 08 DEZEITOS. .........cuiiiiiiiiieie e 32

Tabela 2. Ingredientes e composi¢do quimica dos alimentos..........cceerereineieienerieseeeeee 34

Tabela 3. Consumo de alimento de bezerros suplementados ou ndo com Megasphaera
] {0 =10 T USSR P PR 37

Tabela 4. Desempenho e medidas corporais de bezerros suplementados ou ndo com
01 70] o] [0 1ot T OSSPSR 39

Tabela 5. Avaliacdes de saude e escore fecal dos bezerros suplementados com cultura de
Megasphaera elsdenii e acompanhados durante 12 SEMANAS. .........ceervrreereeriereeseereesieeseeneens 40

Tabela 6. Avaliacdes dos metabdlitos sanguineos de bezerros suplementados com cultura de
Megasphaera elsdenii, durante 12 SEMANAS. .........cccvrieiriierieie et 41



10



11

1. INTRODUCAO

O sistema de criagdo de bezerras leiteiras estd em constante atualizacdo. No Brasil, a
fase de criacdo tem recebido incentivo de empresas privadas e publicas para que mudancas
nas praticas de manejo sejam realizadas. Essas mudancas possuem como foco a manutencao
da saude, bem-estar e desempenho durante a fase mais critica da criagdo de fémeas de
reposicdo. A importancia da fase de aleitamento para a vida futura dessa fémea de reposicéo
ja foi amplamente discutida, entretanto, existem diversas lacunas no que diz respeito aos
desafios nutricionais, sanitarios e sociais desses animais.

Entre os desafios nutricionais a serem solucionados, a transicdo da condicdo de pré-
ruminante para a de ruminante funcional é uma das mais importantes, pois esse periodo traz
implicacdes a satde, desempenho e rentabilidade do sistema de criacdo. Para que as taxas de
crescimento desses animais sejam mantidas durante o desaleitamento, o sistema digestério
deve estar completo ou parcialmente desenvolvido, de modo que os bezerros sejam capazes
de suprir suas exigéncias nutricionais a partir da degradacdo dos componentes da dieta sélida
e da absorcdo dos acidos graxos de cadeia curta (AGCC) produzidos na fermentacao.

O desenvolvimento ruminal durante a fase de aleitamento é influenciado pela
colonizacdo microbiana, ingestdo de alimentos solidos e desenvolvimento fisico do epitélio
ruminal (Jami et al., 2013; Nussio et al., 2003). Portanto, antecipar a ingestdo de alimentos
solidos durante a fase de aleitamento, além de melhorar o aporte nutricional, pode acelerar o
desenvolvimento do reticulo-rimen (Heinrichs, 2004). O fornecimento de dietas com alta
inclusdo de alimentos palataveis, como grdos de cereais, que possui grandes quantidades de
carboidratos prontamente fermentéveis, contribui para a producdo de é&cido butirico e
propidnico no ambiente ruminal. O acido butirico e o acido propidnico, sdo os principais
acidos para o processo de desenvolvimento. O butirato € metabolizado pelo epitélio ruminal
contribuindo para o crescimento e densidade de papilas, aumentando a area absortivas e,
consequentemente, o aproveitamento de nutrientes pelos animais (Aikman et al., 2011).

Contudo, taxas altas de fermentacdo ocasionadas por dietas sélidas com alto teor de
carboidratos ndo-fibrosos (CNF) e inadequadas em fibra, podem resultar em acimulos de
AGCC e concentracOes elevadas de acido latico no ambiente ruminal, o que provoca queda
acentuada do pH e risco de evolucgéo para acidose. A acidose ruminal reduz o fluxo sanguineo
para o epitéelio, assim como a motilidade ruminal, que quando associadas, resultam em um
processo conhecido como queratinizagdo das papilas, que diminui a capacidade de absorcéo

da parede ruminal. Em situacfes de acimulo de AGCC no ramen em desenvolvimento, é
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comum observar variacdes na ingestdo de alimento sélido, o que prejudica 0 processo
completo de desenvolvimento ruminal, reduz a satde e o desempenho futuro (Khan et al.,
2016; Mojahedi et al., 2018; Porter et al., 2007; Toledo et al., 2020).

As estratégias de suplementacdo com aditivos microbianos ou probioticos estdo se
consolidando como fortes aliados na manutencdo da salde ruminal, pois alteram a
composi¢do do microbioma e melhoram a atividade dos microrganismos. A Megasphaera
elsdenii (ME) é uma bactéria gram-negativa que possui potencial de fermentar o lactato e
prevenir a acidose lactica, bem como altera os padrdes de fermentacdo através da
metabolizacdo de lactato a propionato e butirato, e producdo de butirato a partir da
fermentacdo de glicose (Henning et al., 2010b; Susanto et al., 2023).

Os testes in vitro, utilizando diferentes cepas de ME demonstram resultados
consistentes acerca da manutencdo do pH ruminal e reducdo do acumulo de acido latico,
assim como os trabalhos utilizando as cepas de ME em animais contribuem com essa
expectativa. Uma meta-analise com dados in vivo de animais com alto consumo de gréos
demonstram que a ME tem capacidade de diminuir a concentracdo de acido latico, reduzir a
proporcdo de acetato e aumentar as concentra¢es de propionato, butirato e outros AGCC,
além de ser eficiente na manutencdo do pH (Susanto et al., 2023).

No entanto, ainda ndo esta definido quais os efeitos sobre o0 consumo de matéria seca
e sobre o desempenho produtivo em bovinos leiteiros. Em animais jovens a expectativa é de
aumento na ingestdo de concentrado, melhora no desempenho e na eficiéncia alimentar. Muya
e colaboradores (2015) exploraram a utilizacdo deste microrganismo e encontraram resultados
que contribuem com essa expectativa, do mesmo modo que observaram melhora nas
caracteristicas de desenvolvimento ruminal em animais que receberam uma dose de ME,
como aumento na largura, densidade de papila, maior peso do reticulo-rimen e aumento nas
concentracdes de beta-hidroxibutirato. Contudo, os estudos que abordam a dosagem de ME
em animais jovens sdo escassos € ha pouca clareza sobre a eficacia da administracdo de ME e
sua relacdo com o manejo alimentar durante o periodo de aleitamento.

Neste contexto, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial da administragéo oral
de uma dose de ME, no periodo de aleitamento de bezerras leiteiras, como alternativa para
intensificar o desenvolvimento ruminal nesta fase, promovendo maior consumo de

concentrado e desempenho durante a transicdo entre o aleitamento e desaleitamento.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Efeito dos programas de alimentacéo sobre o consumo de dieta sélida

Nos Ultimos anos, diversas pesquisas tiveram como objetivo esclarecer qual seria o
sistema de aleitamento com maiores beneficios para o desenvolvimento de bezerras leiteiras
que consequentemente refletisse na vida produtiva futura desses animais. Os principais temas
abordados pelos grupos de pesquisa buscam identificar o programa de alimentacédo, ou seja, a
quantidade de matéria seca fornecida via dieta liquida, manejo e periodo de fornecimento da
dieta liquida e como estes fatores impactam no desenvolvimento do trato gastrointestinal e na
capacidade de digestdo e absorcao de nutrientes durante e apds o periodo de aleitamento.

Existem diversas possibilidades que podem ser utilizadas nos programas de
alimentacdo, a maior parte delas variando a quantidade de dieta liquida fornecida, o que ira
caracterizar o sistema de aleitamento como: severamente restrito (<400g de MS), baixa taxa
de alimentagéo (400-600 g de MS), moderada taxa de alimentacdo (600- 900g de MS) e alta
taxa de alimentagéo (>900g de MS) (NASEM, 2021).

O sistema de aleitamento severamente restrito baseia-se na oferta de dieta liquida no
volume de 10% do peso ao nascer do animal, fixado normalmente em quatro litros (Davis and
Drackley, 1998). Os sistemas de criacdo de bezerros leiteiros por muito tempo consideraram
que adotar volumes restritos de fornecimento de dieta liquida (4 litros) seriam suficientes para
atingir um bom desempenho animal e desenvolvimento do trato gastrointestinal, além de
economicamente ser menos dispendioso para o produtor de leite.

Este sistema tem como principal objetivo estimular o consumo antecipado de
alimento soélido, o que promove um melhor desenvolvimento anatdbmico e funcional do
reticulo-rimen ao desaleitamento, estando mais preparado para a fase de transicdo e a dieta
exclusivamente sélida (De Paula et al., 2017). Entretanto, este volume de fornecimento
restrito de dieta liquida, ndo fornece teores de proteina e energia metabolizavel que possam
manter as taxas de crescimento durante as primeiras semanas de vida, em que os bezerros
ainda ndo ingerem quantidade de dieta solida capaz de suprir esse déficit de nutrientes
(NASEM, 2021). Atualmente no Brasil, segundo o levantamento do Alta Cria 2023, apenas
4% dos produtores assistidos fornecem este volume de dieta liquida (Azeveto et al., 2023).

Em contrapartida, o sistema de aleitamento com altas taxas de alimentagdo tem como
premissa o fornecimento de dieta liquida em volumes acima de 20% do peso ao nascer,

podendo ser dividido em duas ou mais refeicdes. O consumo elevado de dieta liquida fornece



14

alta ingestao de nutrientes de alto valor bioldgico, que resultam em maiores taxas de ganho de
peso e maior eficiéncia alimentar (Blome et al., 2003). Neste sentido, através do fornecimento
intensivo de dieta liquida é possivel manter altas taxas de crescimento na fase de aleitamento
e este fator esta associado ao aumento na producdo de leite desta futura vaca em sua primeira
lactacdo (Heinrichs et al., 2003).

Os resultados dessas pesquisas, estimularam os produtores de leite a mudarem seus
programas de alimentacdo para sistemas que fornecem maiores taxas de ingestdo de
nutrientes. Segundo o levantamento do Alta Cria, 59% dos produtores nacionais fornecem
entre cinco e seis litros de dieta liquida, 35% fornece entre sete e oito litros e entre as
propriedades participantes, 2% ofertam mais de nove litros por dia (Azevedo et al, 2023).

No entanto, o consumo de matéria seca (MS) superior a 750-800g vindos
exclusivamente da dieta liquida, reduzem a ingestdo de dieta sélida o que ocasiona um
desenvolvimento do trato gastrointestinal tardio (Gelsinger et al., 2016). Com isto, ha reducgéo
na digestibilidade da matéria seca do alimento sélido, devido a imaturidade do reticulo-rimen
gue mesmo apos o desaleitamento ndo tera capacidade de ingerir, digerir e metabolizar todos
os nutrientes (Quigley, 2019).

A estratégia de aleitamento ou programa de alimentacdo que alinha as
recomendacbes de fornecimento de dieta liquida e a tentativa de atingir o melhor
desenvolvimento ruminal durante o aleitamento, é denominada como step-up/step-down. Esse
programa de alimentacdo consiste em promover uma alta taxa de ingestdo de dieta liquida nos
primeiros dias de aleitamento, quando a exigéncia nutricional é alta e o consumo de
concentrado € pouco expressivo. No entanto, apos esse primeiro periodo que compreende as
primeiras duas semanas de idade, a taxa de alimentacdo com dieta liquida é reduzida, e busca-
se aumentar a ingestdo de dieta sélida e consequentemente atingir um bom desenvolvimento
ruminal na transicdo entre o aleitamento e desaleitamento (Omidi-Mirzaei et al., 2015; Khan
et al., 2007).

Com isso, estabelecer praticas de manejo que preparem o animal na fase inicial para
a ingestdo, digestdo e fermentagdo de substratos da dieta solida de forma antecipada,
proporciona melhor adaptacdo durante o desaleitamento, melhorando o bem-estar nessa fase

tdo desafiadora.
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2.2. Importéancia da dieta solida para o desenvolvimento ruminal
2.2.1. Estabelecimento da microbiota ruminal

Entre os ruminantes e os diferentes microrganismos anaerébicos é mantida uma
relacdo de simbiose, iSSO porque 0s microrganismos encontram no ambiente ruminal
condicBes adequadas e substrato para o estabelecimento de diferentes espécies e géneros. Em
troca, os microrganismos fornecem por meio da fermentacéo dos substratos da dieta sélida, os
aminoacidos, amonia, vitaminas e AGCC, pois sdo capazes de se ligarem as particulas dos
alimentos, degradarem e metabolizarem nutrientes que os ruminantes ndo teriam capacidade
de digerir, como os carboidratos fibrosos, ndo fibrosos e proteinas (Hungate, 1966).

Com isto, os microrganismos tém o potencial de fornecer ao hospedeiro cerca de
70% da sua exigéncia em energia e proteina didria. Ao gerar metabolitos através da digestao
de componentes da dieta, sdo produzidos precursores de vias bioquimicas, que participam ou
regulam o metabolismo de glicose, lipideos e aminoécidos dos bovinos (Hungate, 1975;
Yeoman and White, 2014). A importancia desse foco de pesquisa e sua aplicabilidade se
torna evidente, considerando que a diversidade e funcionalidade do microbioma ruminal
possui intima relacdo com a eficiéncia dos processos de fermentacdo e digestdo nos
ruminantes (Abecia et al., 2014).

Ao nascer, 0S ruminantes possuem o reticulo-rimen subdesenvolvido e sem
funcionalidade, o que faz com que esses animais, durante a primeira fase da vida, sejam
dependentes dos nutrientes fornecidos pela dieta liquida, que é digerida através de processos
enzimaticos que ocorrem no abomaso. A aquisicdo de funcionalidade por esses
compartimentos é dependente do estabelecimento de microrganismos no rimen que até entdo
é considerado um ambiente estéril (Baldwin et al., 2004).

No entanto, mesmo que este processo inicie no momento do nascimento, por meio
do contato do neonato com o canal uterino, ele ndo € imediato e até as 12 primeiras semanas
de vida envolve mudancas constantes até que esteja estavel (Minato et al., 1992; Rey et al.,
2014). Diversos fatores podem influenciar na variedade de col6nias presentes no reticulo-
ramen de um animal adulto, contudo, nas primeiras semanas de vida dos bovinos os fatores
externos como a microbiota materna, o tipo de parto, o ambiente, o colostro, a fonte de dieta
liguida e o contato com outros animais, sdo as primeiras vias para inoculacdo de
microrganismo no ambiente ruminal (Dias et al., 2018; Penders et al., 2006). Entretanto, o
consumo e as caracteristicas da dieta solida sdo os fatores mais importantes para a

estabilidade das populagdes, pois atuam como fonte de inoculacdo de microrganismos e
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também de substratos para fermentacdo gerando energia para sua multiplicagdo (Khan et al.,
2016; Li et al., 2012).

Diferente do sistema de criacdo extensivo, em que 0s bezerros possuem maior
contato com o ambiente, com 0s outros animais e com a propria mée, no sistema intensivo,
que é baseado na criacdo individual dos bezerros e em ambientes que reduzem as alternativas
para aquisicdo de uma populagdo microbiana variada, a formagdo da microbiota se torna
dependente da dieta ofertada, do manejo e das instalacfes utilizadas (Fonty et al., 1988). O
levantamento anual do programa Alta Cria, diz que 89% das propriedades assistidas utilizam
sistema de criagdo individual até os 30 dias de vida e que 62% mantém este sistema até o
desaleitamento ser concluido e em cerca de 39% das propriedades 0s animais permanecem
nessas instalacdes por mais de sete dias apds o desaleitamento. As instalacBes que
predominam nesse sistema, de acordo com o mesmo levantamento, sdo 0s sistemas de
bezerreiro argentino (36%), de gaiola suspensa (28%) e baias no chéo (14%) (Azevedo et al.,
2023).

O sistema de alojamento individual aumenta a idade para estabelecimento de
comunidades de microrganismos que poderiam ser encontradas no ambiente ruminal de
bezerros com idade antecipada, e que sdo encontradas comumente em ruminantes adultos
(Franzolin and Dehority, 1996). Entretanto, promover a colonizagdo de microrganismos no
rimen de bezerros com poucas semanas é fundamental, pois a transi¢do entre a condi¢do de
ruminante ndo funcional para ruminante funcional, é crucial para a adaptacdo digestiva dos
ruminantes (Li et al., 2012). Nesta circunstancia, antecipar o consumo de alimentos sélidos,
através de dietas que possuam qualidade e alta palatabilidade, empregando programas de
alimentacdo e estratégias de desaleitamento que atendam a este objetivo sdo essenciais
(Heinrichs, 2004; Khan et al., 2016).

O tipo de alimento sélido, ou seja, sua forma fisica e composi¢do quimica influéncia
de diferentes maneiras no microbioma ruminal (Nussio et al., 2003). As dietas que possuem
em sua composicdo ingredientes com alto teor de carboidratos facilmente fermentaveis
beneficiam bactérias que degradam amido, aumentando as concentragdes molares de butirato
e propionato, que sdo necessarios para o adequado desenvolvimento anatdmico e fisico do
rumen (Baldwin et al., 2004). Em contrapartida, dietas com maior participacdo de
componentes fibrosos, que possui carboidratos de fermentacao lenta, beneficiam bactérias que
degradam celulose e hemicelulose o0 que altera os padrdes de fermentagcdo e resulta em

concentragdes molares de acetato maiores (Bull et al., 1965).
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A composicdo quimica da dieta determina as mudancas que ocorrem nos padrfes de
fermentagdo. A alta inclusdo de gréos e cereais processados, que possui agucar e amido de
rapida degradacdo no rumen, reduz o pH pela alta concentracdo de acidos organicos que séo
produzidos em decorréncia da fermentacdo desses substratos. A queda no pH ruminal,
ocasiona falha no estabelecimento de populacdes de protozoarios ciliados e fungos, que sdo
microrganismos que como as bactérias também possuem funcBes importantes para 0s
processos fermentativos. O impacto do pH mais acido no ambiente ruminal, prejudica
também as bactérias fibroliticas, reduzindo a capacidade de digestdo da fibra (Penner and
Oba, 2009).

Por meio da dieta fornecida no inicio da vida é possivel interferir na composicao da
comunidade microbiana. Durante a fase de aleitamento a manipulacdo da microbiota por meio
dos ingredientes que compdem a dieta pode resultar no estabelecimento de uma diversidade
de espécies e géneros que sdao de interesse para a qualidade da fermentacdo durante a vida
adulta (Dill-Mcfarland et al., 2017). O microbioma dos animais adultos é resistente a
mudancas brandas na dieta, as alteracdes na populacdo podem ocorrer, mas de maneira
provisoria, o que sugere que modular o microbioma de animais adultos ndo resulta em uma
nova comunidade estavel (Abecia et al., 2018; Weimer, 2015). Por outro lado, em neonatos a
utilizacdo de estratégias de intervencdo dietética sdo eficientes e Uteis para a promover
diversidade de microrganismos no ambiente ruminal que seja capaz de dar suporte ao
desenvolvimento do bezerro, aumentando sua taxa de crescimento e reduzindo populacbes de
microrganismos patogénicos (Dias et al., 2017). Portanto, promover o estabelecimento de uma
comunidade bacteriana robusta, com capacidade de atuar efetivamente diante de situacfes em
que ha alta disponibilidade de substratos prontamente fermentaveis ou na transicdo entre
dietas compostas por diferentes proporcGes, é fundamental para alcancar satude ruminal e

geral ao longo da vida produtiva.

2.2.2. Desenvolvimento anatomico e fisioldgico

Ao nascer, o trato digestorio anterior dos ruminantes contribui pouco para a atividade
digestiva e fornece poucos substratos para o metabolismo energético, pois ndo esta
completamente desenvolvido e ndo possui funcionalidade. Essa baixa importancia pode ser
compreendida pela mudanca na propor¢do anatdmica que ocorre entre 0s compartimentos do
sistema digestivo ao decorrer da vida dos ruminantes. Nas primeiras semanas de idade, o

reticulo-rimen corresponde a 38% do peso total dos pré-estdmagos (rumen, reticulo, omaso e
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abomaso) porém, com 0 aumento no consumo de dieta sélida e a idade, o reticulo-rimen
passa a representar 61,23% do peso total dos quatro compartimentos, em contrapartida o
abomaso reduz sua proporcdo, correspondendo a apenas 25,37%. Ao desaleitamento, com
aproximadamente 12 semanas de idade, quando o animal possui capacidade de consumo
exclusivo de dieta sélida, o reticulo-rimen tem 67% e o0 abomaso 18% de proporgao ao peso
total dos quatro compartimentos (Davis and Drackley, 1998).

Por esse motivo, o local de digestdo e absorcdo no inicio da vida dos bovinos com
maior representatividade é o intestino, em que ha alta atividade da lactase e de outras enzimas
intestinais sobre a degradacdo dos substratos para obtencdo de glicose. Apds o0 nascimento, 0s
bezerros precisam aprender a viver no ambiente extrauterino e a manter as fungdes
fisioldgicas vitais, como o funcionamento adequado do sistema nervoso, da termorregulacéo e
da respiracdo, com isso a glicose passa a ser amplamente utilizada pelos neonatos (Baldwin et
al., 2004; Khan et al., 2016).

A aquisic¢do de funcionalidade pelo rimen depende, em termos de mudancas fisicas e
anatdmicas, do desenvolvimento adequado da musculatura e do epitélio ruminal, que por
meio da atividade do microbioma presente neste ambiente, se torna capaz de absorver e
utilizar no metabolismo energético os AGCC produzidos pela fermentacdo microbiana.
Assim, o local de digestdo e absor¢do que antes era principalmente o intestino, é alterado para
0 ramen. Outras mudangas fisiol6gicas ocorrem em fun¢do do aumento na atividade ruminal,
bem como do desenvolvimento do aparelho salivar e da atividade de ruminacdo (Baldwin et
al., 2004; Khan et al., 2016).

O desenvolvimento anatémico da parede interna do rimen deve ser ao menos parcial
durante o desaleitamento. O epitélio ruminal possui funcgdes fisioldgicas variadas e muito
importantes, agindo na protecdo, na absor¢do, no transporte e metabolismo de AGCC. Desta
forma, para manter as taxas de crescimento apds o desaleitamento, é necessario ter éxito no
desenvolvimento do epitélio ruminal, afim de garantir melhor digestibilidade dos alimentos
solidos fornecidos (Baldwin et al., 2004; Khan et al., 2016).

A diferenciacdo do epitélio ruminal tem inicio na fase fetal, no entanto, ap6s o
nascimento ainda ocorrem mudancas importantes em termos de desenvolvimento,
metabolismo e capacidade de absorcdo pelo tecido. A intensificagdo do processo de
desenvolvimento ruminal tem influéncia principalmente do consumo de alimentos sélidos
pelos ruminantes (Jami et al., 2013; Khan et al., 2007b). A ingestdo de alimentos sélidos por
bezerros, logo nas primeiras semanas de idade beneficia o estabelecimento precoce de

populacdes microbianas, sendo uma fonte importante de inoculagdo. Além disso, a presenca
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de concentrado no rdmen afeta de forma positiva a atividade de fermentagdo por
microrganismos, 0 que aumenta o aproveitamento do concentrado e fornece AGCC como
produto final (Jami et al., 2013; R. L. Baldwin et al., 2004). Com isso, ha desenvolvimento do
epitélio ruminal, com formacédo de papilas numerosas e saudaveis, com maior capacidade de
absorcdo (Khan et al., 2008; Quigley, 1996).

O alimento sélido, principalmente o concentrado composto por gréos, proporciona
alteracdes morfofisiologicas importantes para 0 bom funcionamento do rimen. A natureza e
qualidade da dieta tem potencial de alterar as mudancas que vao ocorrer nos tecidos, podendo
ser de forma positiva ou ndo (Li et al., 2011). A fermentacdo dos ingredientes da dieta sélida,
que possuem alto teor de carboidratos ndo fibrosos (CNF) e proteina, resulta na producdo de
AGCC, especialmente os acidos butirico e propiénico (Baldwin et al., 2004).

Esses dois acidos atuam de forma significativa para a diferenciacdo celular da parede
ruminal, pois estimulam a mitose das células epiteliais do tecido (Sakata et al., 1980). Através
de estimulos quimicos gerados pela presenca e absorcdo do butirato e propionato, o epitélio
ruminal, utiliza esses produtos como fonte de energia para diferenciacdo das células epiteliais
em papilas, que aumentam em ndmero, altura e largura (Baldwin et al., 2004; Suarez-Mena et
al., 2016). A importancia das papilas para a funcionalidade do rimen esta no fato de que essas
estruturas aumentam a area de superficie de contato entre a corrente sanguinea e o conteldo
ruminal, melhorando a capacidade absortiva do rimen. O aumento no desenvolvimento de
papilas também é associado a intensidade do fluxo sanguineo no epitélio ruminal (Glauber et
al., 1991).

O 4cido butirico é absorvido amplamente pelas células do epitélio ruminal,
entretanto, parte é utilizada para obtencdo de energia e parte é convertida a corpos cetdnicos,
como beta-hidroxibutirato (BHBA). O acido propidnico que ndo foi utilizado pelas células
epiteliais serd direcionado para o processo de neoglicogénese hepética, para obtencdo de
glicose, que abastece os demais tecidos.

Os alimentos volumosos, também possibilitam o desenvolvimento do rumen e
reticulo, entretanto, sua contribuicdo se d& em crescimento da musculatura e capacidade de
enchimento (Toledo et al., 2023, 2020). A ingestdo de alimentos mais grosseiros, com maior
tamanho de particula, como o feno e a silagem, favorece a producgédo de acetato em relacdo a
propor¢cdo molar de butirato e propionato, sendo, portanto, menos importante para a
proliferacdo papilar. A presenca da forragem no ambiente ruminal, produz estimulos fisicos
para 0 muscularizagdo do tecido e para a intensificacdo da motilidade ruminal (Khan et al.,

2011; Kosiorowska et al., 2011). Alem disso, o consumo precoce de forragem, garante
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beneficios que vdo além das mudangas fisicas e anatdmicas, pois melhoram o
desenvolvimento cognitivo nos bezerros e amplia a capacidade de adaptacdo ao novo
(Horvath et al., 2020; Morrow et al., 2023).

Buscando atingir o melhor desenvolvimento ruminal possivel na fase de aleitamento,
a composicdo dos concentrados deve possuir ingredientes de alta digestibilidade e boa
palatabilidade, considerando que o trato gastrointestinal nesta fase ainda estd pouco
desenvolvido. Entretanto, teores minimos de fibra insolivel em detergente &cido (FDA) e
fibra insolivel em detergente neutro (FDN) sédo recomendadas, pois asseguram a integridade
do epitélio ruminal, atraves do estimulo da ruminacdo, salivacdo e manutencdo do pH
ruminal. Os autores sugerem faixas amplas para FDN (15 e 25%) e FDA (6 a 20%), de forma
que os teores minimos ceda espaco para inclusdo de ingredientes de alta digestibilidade
(Davis and Drackley, 1998).

Os concentrados iniciais que possuem inclusdo de fibra abaixo do minimo
recomendado, resultam em mudancas constantes no pH. A alta participacdo de carboidratos
ndo estruturais na composi¢do dos concentrados, ou mesmo mudancas fisicas nos ingredientes
que aumente a disponibilidade do amido, produzem AGCC que em condic¢des de inclusao
inadequadas de fibra, podem exceder a capacidade de absor¢do do rimen, que ainda esta
subdesenvolvido, provocando a queda do pH ruminal. A queda do pH ruminal,
principalmente quando associada a produgdo de acido latico, compromete o estabelecimento
de microrganismos ruminais, sobretudo aqueles que degradam a fibra, diminuindo a eficiéncia
de digestdo do alimento (Khan et al., 2016).

As quedas acentuadas no pH do rdmen ndo afetam apenas a populacdo de
microrganismos ruminais, bem como alteram os padrdes de motilidade ruminal, diminuindo o
ritmo dos movimentos (Krause and Oetzel, 2006). Da mesma forma, ha impactos nas papilas
ruminais, que desenvolvem uma camada de queratina (hiperqueratose) para protecdo, em
razdo do processo inflamatdrio, consequéncia do acimulo de &cidos no rimen e da queda no
pH. A queratinizacdo das papilas, reduzem a capacidade absortiva do epitélio ruminal e
diminuem o fluxo sanguineo que chega ao tecido (Greenwood et al., 1997; Laarman et al.,
2012).

Os impactos de uma ma gestdo de energia na dieta, sem a presenca adequada de
componentes que fornecam niveis minimos de fibra ainda na fase de cria, pode gerar
alteracfes morfologicas permanentes no epitélio ruminal, com consequéncias para a saude
geral dos bovinos e para o desempenho, podendo até mesmo reduzir a permanéncia do animal

no rebanho. Portanto, manter a integridade da parede ruminal é imprescindivel.
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2.3. Definicéo e alteragdes microbioldgicas causadas pela acidose ruminal

O aumento no potencial de producdo de leite resultou em animais com maior
demanda energética, atendida com dietas com alta inclusdo de carboidratos rapidamente
fermentaveis (Eastridge, 2006). No entanto, 0 consumo excessivo desses compostos,
principalmente quando a dieta ndo fornece fibra adequadamente ou mesmo em condigdes de
baixa capacidade de absorgao do reticulo rimen, os riscos de acidose ruminal sdo aumentados
(Slyter et al., 1976).

O aparelho reticulo-rimen, corresponde ao local onde ocorre fermentacédo
microbiana. A microbiota ruminal € composta principalmente por organismos anaerdbicos,
que convertem os substratos fermentaveis em AGCC, que posteriormente serdo utilizados no
metabolismo energético. A oferta dos substratos e consequentemente a producdo dos AGCC
deve acompanhar a taxa de absorcdo da parede ruminal, de forma que ndo exista excesso de
acidos no rimen (Nagaraja and Titgemeyer, 2007).

Em condigdes de equilibrio entre a degradacdo de substratos e a absorc¢do ruminal, o
pH médio do ramen é superior a 5,5 e varia frequentemente entre 5,8 e 6,5. As flutuacdes
constantes nos valores de pH sdo influenciadas pelo horario e volume de ingestdo de
carboidratos rapidamente fermentaveis. A capacidade do animal de produzir tampao também
estd associada as mudancas constantes de pH ruminal. Dietas com baixo estimulo a
mastigacdo e ruminacdo limitam a producdo de saliva e consequentemente reduz a capacidade
tampdo. O acimulo de &cidos no rimen sugere que existe um desequilibrio entre a populacéo
de microrganismos, a utilizacdo dos substratos e a absorcdo de acidos pela parede ruminal
(Krause and Oetzel, 2006; Owens et al., 1998).

A acidose ruminal representa varios graus de acidez no rimen, portanto, corresponde
ao acumulo total de é&cidos organicos, podendo ser AGCC e 4cido latico. Britton e
colaboradores (1989) categorizaram a acidose em subaguda e aguda de acordo com a faixa de
pH que atinge, o tipo de &cido responsavel pela queda no pH ruminal e se ha sinais clinicos
presentes. O pH ruminal igual ou inferior a 5,6 é utilizado como valor para definir ocorréncia
de acidose. A acidose ruminal subaguda (SARA) pode ser compreendida pela redugéo do pH
na faixa de 5,0 a 5,6. Enquanto valores iguais ou inferiores a 5,0 definem ocorréncia de
acidose aguda (Krause and Oetzel, 2006; Owens et al., 1998).

No entanto, esses valores estdo bem definidos apenas para ruminantes adultos, mas
ndo para animais jovens. Definir uma faixa de pH critica que garante a correta maturagdo

ruminal e ndo traz risco de anormalidades anatdmicas para o epitélio é um desafio, pois para
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muitos autores os baixos niveis de pH observados em ruminantes jovens séo fisioldgicos.
Contudo, nas primeiras semanas de idade e antes de iniciar o consumo de alimentos sélidos os
bezerros possuem pH variando entre 6,3 e 6,0, e faixas de pH <5,5 sdo consideradas
prejudiciais para a saude ruminal e geral dos bezerros (NASEM, 2021).

O inicio da acidose se da pelo acimulo ndo fisiologico de AGCC, no entanto a
progressdo do quadro de acidose é ocasionada pelo aumento na producgédo e acimulo de &cido
latico no ambiente ruminal. Durante a SARA também ha producdo de acido latico, mas sem
seu acumulo uma vez que as bactérias fermentadoras de lactato estdo ativas e rapidamente o
metabolizam em AGCC (Goad et al., 1998). Quando o pH alcanca valores aproximados ou
inferiores a 5,0, por um periodo prolongado, ha alteracbes na microbiota ruminal, e o
crescimento de bactérias fermentadoras de acido latico € inibido, provocando o acimulo de
lactato (Huber et al., 1976). Desta forma, aumenta-se a chance de a SARA evoluir para a
acidose aguda ou latica.

As dietas que disponibilizam grandes quantidades de substratos fermentéveis,
promovem uma resposta adaptativa pelas bactérias ruminais que respondem aumentando a
taxa de crescimento e a atividade fermentativa. Com taxa de producéo e absor¢do adequada as
funcdes e atividades ruminais sdo mantidas estaveis (pH ruminal 5,6 a 6,5). Em contrapartida
se ha desequilibrio entre a disponibilidade de substrato e a funcdo ruminal, alteragdes nas
populacBes bacterianas serdo observadas e as bactérias fermentadoras de amido, maltose,
glicose e &cido latico serdo as principais prejudicadas (Goad et al., 1998; Nocek, 1997;
Plaizier et al., 2008).

Durante a adaptagdo da microbiota ruminal a ingestdo de dietas com alta inclusdo de
carboidratos rapidamente fermentaveis, as bactérias capazes de utilizar o lactato possuem
crescimento acentuado. Existem diversos organismos ruminais com capacidade para
fermentar acido latico, entretanto a Megasphaera elsdenii (ME) e Selenomonas ruminantium
ssp. Lactilytica sdo encontrados em maior contagem no rimen (Huber et al., 1976).

A bactéria que tem um importante papel na reducdo do acimulo ruminal de acido
latico é a Megasphaera elsdenii (Counotte et al., 1981). Este microrganismo nao é capaz de
fermentar o amido, mas tem potencial de utilizar maltose e glicose, 0 que a torna dependente
de outras bactérias ruminais para atender sua demanda por substratos energéticos (Hino et al.,
1994). As cepas de ME possuem como caracteristica o uso preferencial de lactato, que pode
ser metabolizado a acetato, propionato e butirato. No entanto, o padrdo de fermentacdo da ME
pode ser alterado em algumas cepas, quando ha presenca de glicose, favorecendo o aumento

das proporc¢des molares de butirato, caproato e valerato (Marounek et al., 1989).
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As diversas mudancas que ocorrem no microbioma ruminal em funcéo das flutuagdes
de pH ruminal, comprometem a atividade fermentativa, alteram os padrfes de fermentacéo e
reduzem o aproveitamento dos nutrientes fornecidos pela dieta. Desta maneira, estratégias que
promovam menores reducbes de pH contribuem para a estabilidade e ampla variedade de
espécies e géneros que sdo importantes para a saude ruminal e geracdo de energia para 0s

bovinos.

2.4. Implicacdes a satude dos ruminantes e estratégias de prevencao a acidose

Estratégias alimentares que utilizam grandes quantidades de carboidratos
rapidamente fermentaveis, mudancas abruptas de dietas e periodos criticos para adaptacdo
fisioldgica, podem aumentar os riscos de acidose nos animais. As implicacdes da SARA e da
acidose latica em bovinos ocasionam sintomas ruminais, comportamentais e sistémicos. As
flutuacBes e quedas acentuadas no pH ruminal possuem implicacbes que vao além das
alteracdes causadas a microbiota, por exemplo o0 aumento nas concentra¢des de aminas, como
histamina, tiramina e triptamina no ambiente ruminal acidético. A presenca desses compostos
toxicos, principalmente a histamina, esta associada a ocorréncia de laminite (Nocek, 1997;
Owens et al., 1998).

Outro agente téxico relacionado a patogenicidade da acidose sdo componentes da
parede celular dos organismos ruminais gram-negativos conhecidos como endotoxinas ou
lipopolissacarideo (LPS) (Nagaraja et al., 1978). A liberacdo fisiologica das endotoxinas
ocorre durante a morte e desintegracdo das bactérias gram-negativas no ambiente ruminal,
portanto, encontrar concentracdes de endotoxinas no liquido ruminal é comum. Em animais
submetidos a dietas intensivas a concentracdo de endotoxinas é elevada quando comparada a
animais em dietas com maior inclusdo de forragem. Isto se deve possivelmente pela maior
concentracdo de bactérias gram-negativa ou devido a condi¢des favoraveis para liberacdo de
endotoxinas de bactérias sensiveis as quedas abruptas ou a frequentes flutuagcbes no pH
ruminal (Andersen et al., 1994; Nagaraja et al., 1979). Alguns mediadores inflamatorios
(citocinas e metabdlitos dos acidos araquiddnicos) foram identificados em bovinos com
acidose induzida experimentalmente, além de outros efeitos biolégicos provocados pela
presenca de endotoxinas, como inibicdo da motilidade do reticulo-rimen (Aiumlamai et al.,
1992; Eades, 1997).

Assim como em ruminantes adultos, Gelsinger (2020) relatou redu¢do no consumo

de matéria seca e queda na taxa de crescimento e ganho de peso em bezerros, apds ingestdo de
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dieta elaborada para causar redugdes no pH. O mesmo sinal foi descrito anteriormente como
sendo possivelmente causado pela fraca motilidade ruminal, que é inibida na presenca de
agentes toxicos liberados nas fases de baixo pH. Outra justificativa para o0 comportamento de
ingestdo reduzido pode ser o aumento na osmolaridade do conteddo ruminal, em funcéo da
baixa absorcdo e do aumento nas concentragcdes de substancias como glicose e lactato. O
aumento no influxo de butirato para a corrente sanguinea também contribui para a diminuicéo
na ingestao de alimento (J L Kleen et al., 2003).

A diarreia & mais um sinal clinico observado durante a ocorréncia de acidose. As
alteracdes que podem ocorrer nas fezes compreendem, aumento na fluidez, mudanca de cor e
presenca de particulas de alimentos. O pH fecal se torna mais &cido que o mensurado em
fezes de animais saudaveis. O fato da funcdo ruminal estar afetada, ou seja, com ruminacéo,
degradacdo e fermentacdo prejudicada, ocorre aumento nos substratos que chegam ao
intestino para serem digeridos (Oetzel, 2000).

Durante a alta ingestdo de grdos e a ocorréncia de SARA, ocorrem alteragdes
histologicas indesejaveis no epitélio ruminal. Steele e colaboradores (2011) sugeriram que
dietas com alta inclusdo de carboidratos fermentaveis provocam aumento da permeabilidade,
pois reduzem a organizacao e a espessura do epitélio escamoso estratificado e a adesao entre
as células. Ademais, dietas de alto grdo aceleram a migracdo celular e o envelhecimento p6s-
mitético. Em conjunto e com ocorréncia frequente essas mudancas levam a paraqueratose
(Oetzel, 2000).

Com a demanda por solucbes que reduzam a ocorréncia, bem como a gravidade da
acidose aguda e SARA, diversos estudos foram desenvolvidos e demonstram avancos ao que
diz respeito a manutencdo do pH do liquido ruminal. Dentre as possibilidades, desempenhar
estratégias de manejo nutricional que permitam adaptacdo do microbioma a nova dieta é
primordial. As dietas para ruminantes jovens devem fornecer fibra em detergente neutro
fisicamente eficaz (FDNfe; >8 mm) que possua boa proporcdo em relacdo a inclusdo de
amido. A inclusdo de amido degradavel no rimen deve variar entre 20 e 40% no concentrado
inicial para assegurar condi¢fes adequadas de atividade microbiana e saude ruminal. Os
teores recomendados comumente para FDN estdo acima de 13% na matéria seca e variam de
acordo com as caracteristicas do concentrado, podendo chegar a 18% quando o concentrado
ofertado é peletizado (NASEM, 2021).

A utilizacdo de ionoforos e probioticos nas dietas animais ja& possuem grande
aceitacdo na industria de producdo animal, esta pratica visa inibir o crescimento de bactérias

gram-positivas, que produzem &cido latico, como Streptococcus bovis e Lactobacillus spp.
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Essas moléculas sdo importantes moduladores do microbioma ruminal e concomitantemente

alteram o padrdo de ingestdo de alimentos, reduzindo o risco de acimulo de AGCC e lactato.
O uso de cepas capazes de reduzir o acumulo de 4&cido lactico através da

metabolizacdo deste acido em glicose e outros AGCC, tambeém se destaca como importante

ferramenta na manutencao da satde ruminal e melhoria do desempenho produtivo.

2.5. Papel da Megasphaera elsdenii na reducéo da acidose ruminal

A Megasphaera elsdenii se mostrou um importante microrganismo para o controle
da acidose ruminal. Devido ao seu potencial de utilizar amplamente o lactato disponivel no
fluido ruminal e a sua capacidade de crescimento em condi¢des de pH inferior a 5,6 fazem
com gue este organismo se diferencie em relacdo a outras bactérias consumidoras de lactato
que suportam apenas faixas de pH entre 6,0 e 6,5 (Weimer, 2015). Este € um organismo
gram-negativo e estritamente anaerdbico, que anteriormente era conhecido como
Peptostreptococclus elsdenii (Counotte et al., 1981).

Esta bactéria esta presente no ambiente ruminal de bovinos e ovinos e a medida que
0 consumo de carboidratos altamente fermentaveis é intensificado e ha disponibilidade de
substratos a ME tem a taxa de multiplicagéo e crescimento aumentada. Algumas cepas de ME
se mostram promissoras, pois priorizam a utilizacdo do lactato, mesmo na presenca de outros
substratos, além de competir com outros organismos por substratos para producdo de lactato,
como glicose e maltose (Marounek et al., 1989; Weimer, 2015). A ME se destaca por ser o
unico microrganismo ruminal conhecido por fermentar 60 e 80% de &cido latico (DL-lactato)
em propionato através da via do acrilato (Counotte et al., 1981).

A ampla faixa de utilizacdo de lactato pela ME, € justificada por caracteristicas do
animal e da dieta. Dietas compostas por carboidratos prontamente fermentaveis podem
aumentar a capacidade de utilizacdo de lactato pela ME, pois as funcGes ruminais do
hospedeiro estdo comprometidas e as populacdes microbianas capazes competir pelo lactato
estdo suprimidas.

Os progressos obtidos nos ultimos anos proporcionaram produtos patenteados que
possuem diversas caracteristicas de interesse. Entretanto alguns desses produtos e cepas ainda
ndo possuem aplicabilidade na inddstria de nutricdo animal. O motivo seria o fato de néo
terem sido isoladas do rimen de animais resistentes, por ndo serem resistentes aos ionoforos,
ndo utilizam o DL-lactato com substrato preferencial ou mesmo por terem crescimento e

multiplicacdo insatisfatérios. Outra dificuldade comercial para os produtos probidticos com
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cepas de ME é a estabilidade do organismo, pois a ME é viavel apenas em ambiente
anaerobico (Klieve et al., 2003; Long et al., 2014; Robinson et al., 1992).

As cepas de ME séo filogeneticamente semelhantes de acordo com o sequenciamento
de 16S rRNA, ou seja, elas representam um grupo homogéneo, possuindo 97 a 99% de
semelhanc¢a. Dentre as cepas que obtiveram resultados desejaveis, a cepa B159 foi capaz de
prevenir o acimulo de lactato em condigdes de alta disponibilidade de substrato prontamente
fermentavel (Kung and Hession, 1995). Da mesma forma, a cepa 407A demonstrou ser
eficiente em prevenir acidose lactica em novilhos e a cepa NIAH 1102 teve preferéncia pelo
lactato mesmo quando a glicose estava disponivel (Hino et al., 1994; Robinson et al., 1992).
A cepa YE34 estabeleceu populagfes no ambiente ruminal rapidamente. Contudo, ainda que
tenham sido identificadas cepas com caracteristicas desejaveis, todas possuem uma ou mais
limitacBes descritas anteriormente.

Neste contexto, novas pesquisas foram realizadas para identificar cepas mais
completas, que abrangem melhor os requisitos. A cepa de ME NCIMB 41125, comecou a ser
investigada em 1944 e de maneira distinta das anteriores, esse organismo foi obtido através do
conteudo ruminal de vacas leiteiras e bovinos confinados adaptadas a dietas com alta inclusédo
de carboidratos altamente fermentaveis (Horn et al., 2009a). Essa cepa foi selecionada através
de uma estratégia com alta pressao de selecédo, sustentada por um ambiente que proporcionou
uma combinacdo de fatores que geram mudancas continuas e simultdneas no ambiente.
Ademais essa cepa apresenta taxa de crescimento acentuada, maior que o crescimento de
todas as outras cepas de ME que foram registradas, sendo de até 0,938/h o que gera uma
producdo de biomassa de 0,39g (L/h) (Horn et al., 2009b). Com essa caracteristica, a cepa
41125 se torna mais tolerante ao estresse provocado por um ambiente aerébico, desta maneira
a cepa é mais interessante para uso comercial.

No controle do acimulo de lactato essa cepa demonstrou ser capaz de metabolizar o
lactato em produtos finais de fermentacdo quando o pH ruminal era inferior a 5,5, além disso
continuou se multiplicando em um pH méximo de 4,5 (Horn et al., 2009b; Meissner et al.,
2010). O principal produto obtido através da fermentacdo do lactato por esse organismo é o
acetato, que continua a ser produzido mesmo diante do pH baixo. Outra importante
caracteristica para comercializacdo de probidticos com cultura de ME NCIMB 41125 é que
esta cepa resiste a iondforos, a anti-helminticos e antibidticos (Marounek et al., 1989;
Meissner et al., 2010; Nagaraja and Taylor, 1987). Essa propriedade é indispensavel, pois
assim como na dieta de bovinos de corte, na industria de producdo de leite essas moléculas

sdo amplamente utilizadas.
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Foram realizados testes in vitro com o isolado 41125, simulando ambientes de média
energia, comumente observado em dietas de vacas leiteiras e ambientes de alta energia,
préximo ao que ocorre em dietas de confinamento. As concentracdes do inéculo diferiram de
acordo com a taxa de energia utilizada na dieta, sendo 3,1 x 108 UFC/mL e 5 x 10° UFC/mL
para média energia e alta energia, respectivamente. Durante o teste in vitro o pH chegou a 5,5,
configurando acidose subaguda e até menos de 5 evoluindo para o que seria acidose aguda, e
neste ambiente a cepa 41125 foi eficaz em reduzir o acimulo de acido latico e manter o pH
ruminal do meio.

Apesar dos resultados promissores obtidos através dos testes in vitro, a expectativa
para os testes in vivo € que os resultados sejam diferentes devido as condi¢des adversas e que
ndo podem ser controladas, como em um ambiente in vitro. Os principais efeitos sobre a
funcionalidade do inéculo podem ser a fermentacdo de AGCC e o acimulo no meio ruminal,

taxa de passagem da ingesta, taxa de desaparecimento e diluig&o.

2.6. Efeitos sobre a fun¢do ruminal, consumo e desempenho animal

Os trabalhos que testaram o uso da cepa 41125 in vivo demonstraram resultados
consistentes para algumas caracteristicas como manutencdo do pH ruminal e reducdo do
tempo em que o pH ficou abaixo de 5,6. Aikman e colaboradores (2009), mediram o pH
ruminal de vacas submetidas ao tratamento com inoculagdo da cultura de ME (NCIMB
41125) e controle e concluiram que os animais controle permaneciam mais tempo com pH
abaixo de 5,6 (4,03 h vs. 3,35 h para ME 41125), possivelmente devido a maior concentracdo
molar de AGCC. Em outro estudo com vacas leiteiras, aplicaram diferencas na concentracdo
de carboidratos fermentéaveis da dieta, sendo as proporces de 60:40 e outra 70:30. Neste
estudo de Hagg e colaboradores (2010), encontraram uma leve vantagem na administracdo da
cepa 41125, pois entre os tratamentos (controle e cepa 41125), as concentracfes medias de
acido latico (mM) foram respectivamente de 2,75 vs. 2,5 para propor¢do 60:40 e 5,80 e 4,32
para proporc¢éo 70:30.

Demais trabalhos corroboram com esses achados, demonstrando consisténcia na
administracdo da cepa 41125. Em ovinos canulados, os resultados apds o fornecimento de
volumoso, posteriormente 1000g de milho (sem adaptacdo) seguido de 300g de maltose,
encontraram faixas de pH abaixo de 5 por mais de 8h nos animais que receberam o placebo,

enquanto os animais que receberam a cepa 41125 com 10! UFC permaneceram com pH
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acima de 5,5 (p<0,001). Da mesma forma, o &cido latico permaneceu inferior a 10 mM nos
animais que receberam a cepa de ME (41125).

As concentracbes de acido latico também foram inferiores para animais que
receberam o indculo da cepa 41125, quando se ofertou dietas tipicas de confinamento, com
alta incluséo de grédos de cereais. Em bovinos de corte o pH foi proximo de 5 entre os dias 9 e
17 apds administracdo do placebo e as concentra¢Bes de lactato foram em média 10,1 e 20,8
nos dias 2 e 3, em contrapartida nos animais que receberam o tratamento com a cepa 41125, a
média de pH em todo o periodo para as trés concentragbes da cepa (10° 10° e 10
UFC/dose) foi superior a 5,5 e a concentracdo de lactato foi de apenas 0,28 e 0,47 mM.

Algumas evidéncias demonstram que a eficiéncia em manter o pH e controlar o
acumulo de acido latico no ramen pela cultura de ME 41125 depende da dose administrada.
Contudo, doses entre 10* e 10 fornecem maior estabilidade nos resultados, ademais utilizar
dose de 10'° UFC representa 105 UFC/mL de concentragdo do organismo no rdmen. Ainda
neste contexto, pouco se sabe sobre a sobrevivéncia da cepa no ambiente ruminal ao longo do
tempo.

A administracdo comumente ocorre apds o desafio com alto concentrado e a
atividade do organismo € representativa nos primeiros e mais criticos periodos da adaptacao
(dois a quatro dias), isso se deve a dose da cepa suplementada e a presenga de cepas
endogenas de ME que possuem resposta mais lenta e que povoam o rimen progressivamente.
Entretanto, desafios e mudancas na ingestdo de concentrados prontamente fermentaveis, seja
atraves de alteracGes na proporcdo ofertada, mudancas de processamento dos ingredientes ou
mesmo volume de ingestdo, podem ocorrer ao decorrer do tempo e esperasse que a cepa
mantenha a funcionalidade. Os dados de McDaniel e colaboradores (2008), sugerem que a
cepa 41125 continua a desempenhar sua vantagem no controle do lactato e manutencdo do
pH, mesmo ap6s um longo periodo da inoculacao.

A influéncia da administracdo da cepa sobre a concentragdo de AGCC no rimen é
variavel, doses altas (10%° vs 10° UFC/mL) reduzem a concentragdo ruminal total. Desta
forma, a dose pode ser a explicagdo para as mudancas no rendimento de AGCC. Entretanto,
na presencga de promotores de crescimento (monensina, flavomicina, bacitracina de zinco) a
cepa 41125 proporcionou menor concentracdo de AGCC durantes testes in vitro, pois 0s
ionoforos reduziram a fermentacdo microbiana. A presenca da virginiamicina afetou de forma
menos acentuada o crescimento da cepa 41125 resultando em producdo de AGCC, o que
demonstra boa relacdo entre a acdo moduladora da virginiamicina e a atividade da cepa
41125.
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Assim como existe o efeito da dose de ME administrado, a faixa de pH do liquido
ruminal, o substrato e a taxa de diluicdo sdo causas de confundimento a respeito do
rendimento dos AGCC. Quando o pH diminui, a atividade fermentativa da ME muda para
direcdo que favorece o acido butirico e valérico em relacdo ao acido propidnico (Counotte et
al., 1981; Marounek et al., 1989). Em vacas leiteiras, com faixa de pH préximas de 6 a
inoculagdo com a cepa 41125, aumentou a propor¢do molar de acido propidnico. Da mesma
forma, Henning e colaboradores (2010b), com dietas de confinamento que levaram o pH do
rumen a <5,5, relataram uma vantagem para a propor¢do molar de acido butirico e valérico
com a dose de ME. Através dessas evidéncias, fica claro que a faixa de pH pode desfavorecer
a composicdo de AGCC. Entretanto, os estudos envolvendo animais em crescimento possuem
interesse por essa mudanca no padrdo de fermentacdo, que beneficia as concentracdes de
acido butirico. Em bezerros leiteiros a administracdo de uma dose da cultura de ME,
aumentou as concentragcfes de beta-hidroxibutirato no plasma sanguineo, além de aumentar
caracteristicas de desenvolvimento ruminal, como largura e densidade de papilas (Muya et al.,
2017, 2015).

Os trabalhos com animais jovens, demonstram antecipado consumo de alimento
solido e em maior quantidade, quando comparado a animais que ndo receberam a dose do
probidtico. E em consequéncia do aumento na energia ingerida, vinda ndo apenas através da
dieta liquida, mas com incremento do consumo mais expressivo de concentrado, 0s animais
tiveram maior ganho de peso e melhor eficiéncia alimentar (Muya et al.,2017, 2015). Em um
estudo semelhante ao de Muya e colaboradores (2017), o autor também relatou o0 aumento no
ganho de peso médio diario de bezerras que receberam a dose de ME antes (p=0,04) e ap6s 0
desaleitamento (p=0,03), neste estudo as novilhas também chegaram aos 70 dias com mais
peso que os animais do grupo controle (p< 0,05) (Dikotope, 2018).

Durante a SARA a reducéo ou flutuacdo no consumo de MS é comumente relatado e
espera-se que a administracdo de ME diminua esse impacto sobre o consumo e ha alguns
trabalhos que sustentam essa expectativa. Drouillard (2004), observou a maior ingestdo de
racdo durante a fase de desafio, ou seja, adaptacdo ao confinamento e essa vantagem foi
mantida durante o periodo de confinamento, nos animais que receberam a dose de ME. Em
trabalhos com cordeiros, o consumo de ragdo dos animais que receberam a cepa 41125, foi
29% maior em relacdo aos animais do controle (Henning et al., 2010a). Durante outro estudo,
desta vez com bovinos, Henning e colaboradores (2010), relataram menor variagdo diaria no
consumo de MS. Muya e colaboradores (2015), determinaram maior consumo inicial de

concentrado em bezerros dosados com ME, além de maior ganho diario (17% mais kg/dia).
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Apesar da maioria dos trabalhos apoiarem que h& diminuicdo na variagdo do consumo de
racdo, alguns resultados ndo sustentam essa expectativa (McDaniel et al., 2008; Stevens et al.,
2017). As razdes que podem justificar o fato de nem sempre ter aumento no consumo em
funcdo da dosagem de ME, pode ser o tipo e processamento dos graos, protocolo de
adaptacéo, proporcdes de energia da dieta.

Aikman e colaboradores (2011), demonstraram que a administracdo da cepa de ME
41125, em vacas de alta producdo de leite, ou seja, mais susceptiveis a SARA, recebendo
dietas convencionais e dietas para induzir a SARA, tiveram maior producdo de leite em
comparacdo aos animais do tratamento controle durante os primeiros 21 dias pds-parto, que
corresponde ao periodo mais critico e com aumento acentuado no consumo (P=0,001). Com
este resultado também houve aumento na eficiéncia de producédo, porque o consumo de MS
foi menor. A maior eficiéncia produtiva provavelmente se deve a maior producdo de acido
propidnico (Aikman et al., 2011). Esses resultados sdo consistentes com os relatados por
Hagg e colaboradores (2010), que demonstram que vacas de alta producdo que consomem
dietas altamente energética possuem o0s maiores ganhos com a administracao da cepa de ME.

No trabalho de Yohe e colaboradores (2018), uma unica administracdo da cultura de
ME aos 14 dias de idade de bezerros leiteiros, ndo foi suficiente para que o microrganismo se
estabelecesse no ramen, o que consequentemente ndo influenciou o desempenho e
concentracdes de metabdlitos no rimen e no sangue. Esses resultados corroboram com 0s
relatados por Aikman e colaboradores (2011), onde o pH ruminal tendeu a ser baixo por
menos tempo logo apds a administracdo da cepa de ME; no entanto, o tempo com pH baixo se
prolongou ap6s um periodo sem a dosagem. Esses resultados sugerem que dosagens mais
frequentes podem ser necessarias para ter efeitos consistentes e que a eficiéncia no
estabelecimento depende da interacdo de fatores como, o hospedeiro, momento da inoculacéo,

a cepa e a dieta fornecida (Weimer, 2015).



31

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Local do experimento e animais

O experimento foi conduzido nas instalacdes da Fazenda Santa Rita (Agrindus-SA),
localizada no municipio de Descalvado-SP. (21° 54’ 14" Sul, 47° 37' 12" Oeste, altitude de
685m) que possui clima subtropical umido (classificacdo climatica Koppen Geiger, Cfa). A
Fazenda Santa Rita é uma propriedade comercial fundada em 1945, reconhecida pela
producdo pioneira de leite A2. O experimento foi realizado no periodo de janeiro a abril de
2022, neste periodo a fazenda possuia um total de 6.103 animais (todas as categorias animais
estdo incluias neste somatério) e média de producdo de leite de 34 kg.

Para o desenvolvimento deste estudo foram utilizadas 50 bezerras da raca holandesa
provenientes deste rebanho que nasceram entre os dias 14 e 24 de janeiro de 2022. As
bezerras foram acompanhadas a partir do terceiro dia de idade, quando eram transferidas das
instalagbes do bercario para as instalagdes do bezerreiro, onde permaneceram até o
desaleitamento e término do experimento. As instalacdes do bezerreiro eram compostas por
baias suspensas que possuiam cama de palhada de trigo. Os animais foram alocados
individualmente nas baias, as quais eram limpas e tinham a cama reposta diariamente, para
manter os animais em local limpo e seco.

Logo ap6s o nascimento, os animais foram separados de suas mées e pesados através
de balanca digital, para conhecer o peso ao nascimento e determinar o volume de
fornecimento de colostro, depois deste procedimento foi realizado a cura e desinfeccdo do
umbigo com antisséptico comercial. A colostragem foi realizada com fornecimento de
colostro de alta qualidade (26,9 a 33.3% brix) nas primeiras 3h de vida no volume
correspondente a 10% do peso ao nascer. O colostro foi fornecido através de mamadeira e
utilizou-se colostro materno, proveniente do banco de colostro e quando necessario colostro
enriquecido. Somente animais com adequada transferéncia de imunidade passiva foram
incluidos no estudo. A qualidade do colostro e o volume de fornecimento ndo diferiram entre
0s tratamentos, portanto, o brix sérico as 24hrs, também foi igual para ambos os tratamentos.
Ademais, os valores de transferéncia de imunidade passiva, com brix sérico maior que 9,4%,

demonstram 6tima eficiéncia de colostragem (P> 0,05; Tabela 1).
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Tabela 1. Volume e qualidade do colostro fornecido e avaliagdo da transferéncia de
imunidade passiva de bezerros.

Tratamento
Item _ EPM! P valor?
Placebo Lactipro
Brix, %
Colostro 30,44 30,20 0,3454 0,6141
Sangue as 24h 11,14 11,33 0,1929 0,4850
Volume, L 3,5 3,5 0,2080 0,9731

'EPM= erro padrédo da média

3.2. Grupos experimentais

Apbs o alojamento nas instalacBes do bezerreiro, os animais foram identificados e
blocados de acordo com o peso ao nascer (sete blocos foram formados) e distribuidos ao
acaso entre dois tratamentos:

1) Controle ou placebo — Administracdo oral da solucdo contendo: &agua,
maltodextrina, acucar, bicarbonato de sddio, fosfato de potassio, sulfato de
amonio, sulfato de magnésio, cloreto de calcio e cloreto de sédio.

2) Tratamento - Administracdo oral de Lactipro NXT (cultura de Megasphaera
elsdenii NCIMB 41125, 10 ml, 5x10 ® UFC/ animal, MS Biotec, Wamego, KS).
O probidtico é acondicionado em uma embalagem estéril, possuindo um lacre
entre a solucdo diluente (dgua, maltodextrina, acUcar, bicarbonato de sodio,
fosfato de potassio, sulfato de amoénio, sulfato de magnésio, cloreto de calcio e
cloreto de sodio) e o conteudo em p6 onde se concentra a cultura bacteriana
desidratada.

A administracdo oral de ambos os tratamentos foi realizada com apenas uma dose

contendo 10 ml das solugfes, quando os animais completaram 14 +1 dia de idade. Para a

aplicacdo utilizou-se um dosador manual, como demonstrado na Figura 1.
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Figura 1. Dosagem oral da cultura de Megasphaera elsdenii.

3.3. Desempenho e saude

Apds a colostragem, os bezerros receberam através de balde aberto 6L/dia de leite
ndo comercializavel pasteurizado dividido em duas refei¢fes (7h00 e 14h00), sendo registrada
qualquer recusa de consumo. Este volume de fornecimento foi mantido até os 20 dias de
idade, quando o volume de fornecimento foi aumentado para 8L/dia e foi mantido até o inicio
do desaleitamento gradual, o que caracteriza um programa de alimentacdo do tipo step-
up/step-down (Figura 2).

O leite ndo comercializavel foi ofertado nos primeiros dias de idade dos animais e
gradualmente foi substituido por sucedaneo lacteo (Nattmilk, Auster Nutricdo Animal LTDA,
Hortolandia, SP) diluido para obter 14% de solidos (1:7; Tabela 2). Os horéarios de
fornecimento e numero de refei¢cbes foram mantidos durante todo periodo experimental.

Os animais tiveram acesso ad libitum & &gua e concentrado inicial (Tabela 2). O
concentrado inicial foi fabricado na propria fazenda e era fornecido diariamente no periodo da
manhd, e as sobras do dia anterior foram pesadas em balanga digital (Toledo, 9094, Séo
Bernardo do Campo, SP) para calculo do consumo diario de dieta sélida.

O periodo de aleitamento compreendeu oito semanas, com desaleitamento gradual
iniciando entre os 56 e 63 dias de idade com duracdo de sete dias (Figura 2). Apds o
desaleitamento, os bezerros tiveram acesso a feno de Tifton 85 (Cynodon spp.) como fonte de
volumoso (Tabela 2). Os animais permaneceram no experimento por mais duas semanas, de

forma que o periodo experimental compreendeu 10 semanas (84 dias).
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Tabela 2. Ingredientes e composi¢do quimica dos alimentos.

Item Concentrado? Sucedaneo lacteo Feno?
Ingredientes, %MS

Milho moido 46,25 - -
Farelo de soja 27,5 - -
Farelo de trigo 20 - -
Sucedaneo lacteo 3 - -
Nudcleo mineral/vitaminico 2,5 - -
Levedura 0,5 - -
Adsorvente de micotoxinas 0,25 - -
Composicao quimica, %

MS 90,12 95,65 92,23
Matéria mineral 8,05 6,5 7,27
PB 21,30 19,05 11,23
FDN 12,15 1,7 73,43
Extrato etéreo 4,60 15,85 1,57

1 Concentrado = concentrado farelado
2 Feno = feno de Tifton

Volume de dieta liquida, L/d
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Figura 2. Volume de dieta liquida fornecida de acordo com a idade em semanas. O volume
fornecido variou até o inicio do desaleitamento.

Os bezerros foram pesados e tiveram suas medidas corporais (perimetro toracico,
largura de garupa e altura de cernelha) registradas ao nascimento, e a cada 14 dias até a
décima semana de idade. Esse procedimento foi realizado antes do fornecimento da dieta
liquida da manhda. As pesagens foram realizadas com uma balanga digital (Tendal, Constant,
Duque de Caxias, RJ) e as medidas corporais foram obtidas com o auxilio de uma régua com

escala em centimetros e fita métrica também com escala em centimetros.
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Diariamente, antes do fornecimento da primeira refei¢cdo era monitorada a saide dos
animais, a fim de identificar alterac@es clinicas e registrar a ocorréncia de doengas. Para esta
avaliacdo utilizou-se o escore de saude desenvolvido pela Universidade de Wisconsin-
Madison (Calf Health Scoring Criteria), para o diagnostico de doenca respiratoria bovina
(DRB): temperatura retal, tosse, secrecdo nasal, secrecdo ocular e posicéo de cabeca e orelhas,
cada variavel recebe pontuacdo de 0 a 3 de acordo com a intensidade das alteracGes clinicas,
como apresentado no Anexo A (McGuirk, 2008). Foi considerado com febre os animais que
registraram temperatura retal > 39,5 e com tosse 0S animais que registraram escore de tosse >
2. A fluidez das fezes também foi registrada diariamente, antes da limpeza das baias, para
monitorar a ocorréncia de diarreia. Para avaliacdo foi utilizado o escore fecal, considerando:
(0) Normal; (1) Pastosa ou semi-formada; (2) Fluida; (3) Liquido-aquosa. O escore fecal >2
por mais de um dia consecutivo foi registrado como sendo uma ocorréncia de diarreia.

As decistes de diagndstico e tratamento eram realizadas pelo veterinario responsével
pelo setor na fazenda.

3.4. Parametros sanguineos

Antes da administracdo do probidtico e depois a cada 14 dias, amostras de sangue
foram coletadas através da puncdo da veia jugular, utilizando-se tubos providos de vacuo
contendo fluoreto de s6dio como antiglicolitico e oxalato de potassio como anticoagulante
(Vacuette do Brasil, Campinas, SP, Brasil). As coletas de sangue foram realizadas respeitando
o intervalo de duas horas apos a refeicdo da manhd e durante o periodo experimental, seis
coletas por animal (14, 28, 42, 56, 70, 84 dias de idade) foram feitas para avaliacdo da
concentracdo de b-hidroxibutirato e glicose. O tubo foi centrifugado logo apds a coleta, em
centrifuga nao refrigerada (4000 Rpm) por 25 minutos, para a obtencdo do soro sanguineo. O
soro sanguineo foi acondicionado e congelado, para posterior analise dos metabolitos
sanguineos.

Os parametros sanguineos foram realizados em Sistema Automatico para Bioguimica
— Modelo SBA — 200 (CELM, Barueri, SP, Brasil), com a utilizacdo de kits comerciais
especificos para os metabdlitos avaliados. Para a determinacdo da concentracdo de glicose
plasmatica, utilizou-se o kit Labtest Diagnostica S.A. (Lagoa Santa, MG, Brasil), para a
determinacdo de beta-hidroxibutirato foi utilizado o kit enzimatico RANBUT (Randox
Laboratories — Life Sciences Ltd. Crumlin, UK; importado por Randox Brasil Ltda., S&o
Paulo, SP, Brasil).
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3.5. Analise estatistica

O delineamento experimental utilizado para esse trabalho foi de blocos casualizados,
0s blocos eram definidos considerando o peso ao nascer de cada animal. As medidas de
desempenho (consumo de concentrado, consumo de feno, ganho médio diario (GMD),
perimetro toracico, altura de cernelha e largura de garupa) e 0s pardmetros sanguineos
(concentracdo de glicose sérica e de beta-hidroxibutirato sérico) foram analisadas como
medidas repetidas no tempo, através do pacote estatistico SAS (version 9.4, SAS Institute
Icn., Cary, NC), utilizando-se o procedimento MIXED, conforme o modelo estatistico:

Yijk=p + Ti + Bj+ Eij + Wk + TWIik + Eijk.

Onde, Yijk = variavel resposta; 1 = média geral; Ti = efeito do tratamento; Bj =
efeito aleatdrio de bloco; Eij = erro residual A; Wk = efeito da idade; TWik = efeito da
interacdo entre tratamento e idade; e Eijk = erro residual B.

As matrizes de covariancia “compound symmetry, heterogeneous compound
symmetry, autoregressive, heterogeneous autoregressive, unstructured, banded, variance
components, toeplitz, antidependence e heterogeneous Toeplitz” foram testadas e definidas de
acordo com o menor valor obtido para Akaike’s Information Criterion correted (AICC).

As variaveis fixas como: peso ao nascimento, peso ao desaleitamento, peso médio,
brix sérico e do colostro, volume de colostro, e as variaveis de saude (escore de salde, escore
fecal, dias com febre e dias com tosse) foram analisadas utilizando o seguinte modelo
estatistico:

Yji=pu+ Ti+ Bj + Eij

Onde, Yji = variavel resposta; i = média geral; Ti = efeito do tratamento; Bj = efeito
aleatorio de bloco; Eij= erro residual.

Para todas as variaveis respostas as medias foram obtidas através do comando
LSMEANS, com nivel de significancia de 5%.
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4.1. Consumo de dieta liquida e dieta sélida
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A ingestdo de dieta liquida e solida ndo diferiu entre o tratamento controle (placebo)

e o tratamento com inoculacéo da cultura de ME durante todo o periodo experimental (Tabela

3). No entanto, o consumo de matéria seca de dieta liquida, concentrado, feno e dieta total

apresentou efeito da idade. O feno estava disponivel para os animais ao inicio do

desaleitamento e assim como as demais varidveis de consumo, ndo houve efeito significativo

entre os tratamentos (Tabela 3).

Tabela 3. Consumo de alimento de bezerros suplementados ou ndo com Megasphaera

elsdenii.
e Tratamentos — P valor?
Placebo  Lactipro T I TxI

Consumo de alimento, g MS/d

Dieta liquida 658.5 655.4 5.20 0.6396  <0.0001 0.9363
Concentrado 697.5 711.7 46.40 0.8067 <0.0001 0.9611
Feno 81.9 80.1 3.87  0.7347 0.0283 0.3520
Total 1387.6 1404.9 4527 0.7546  <0.0001  0.9538

'EPM-= erro padrdo da média

2T = Efeito de tratamento; I= efeito de idade; TxI= interacéo entre tratamento e idade.

O consumo de dieta liquida reduziu na segunda semana de idade em ambos 0s

grupos, entretanto, a reducdo observada neste trabalho ndo foi significativa entre os

tratamentos Placebo e Lactipro (713,73 g MS/d vs. 718,50 g MS/d; Figura 3).
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Figura 3. Consumo de dieta liquida (g de MS/d) durante o periodo de aleitamento.

O periodo de aleitamento compreendeu até a decima semana, neste periodo o
consumo de dieta liquida era bastante reduzido (107,06 g MS/d vs 96,31 g/MS/d) e mais de
90% da MS da dieta total era fornecida através da dieta solida.
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Figura 4. Consumo de dieta s6lida (g/d) durante o periodo de aleitamento e desaleitamento.

4.2. Ganho de peso e caracteristicas de crescimento

As medidas de desempenho ndo foram afetadas pelos tratamentos, os animais
tiveram desempenho semelhante durante todo o periodo, com peso corporal médio de 62,72
kg e eficiéncia alimentar (EA) foi de 0,500 kg/g MS (Tabela 4). A
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Tabela 4. Desempenho e medidas corporais de bezerros suplementados ou ndo com
probidtico.

Tratamentos P valor?
Item EPM!
Placebo Lactipro T I TxI
Peso corporal, kg
Medio, kg 62,72 62,72 2,23 0,9953 <0,0001 0,7156
Inicial, kg 36,95 36,66 2,126
Oitava semana, kg 72,27 72,05 2,334
Final, kg 94,94 9447 2,724
Ganho de peso, kg/d 0,662 0,701 0,027 10,3177 <0,0001 0,7963
Perimetro Toracico, cm 91,1 91,2 1,0710 0,9101 <0,0001 0,7007
Largura de Garupa, cm 26,3 24,9 1,0250 0,3328 <0,0001 0,4968
Altura de Cernelha, cm 80,1 80,1 1,0080 0,9371 <0,0001 0,8886
EA3, kg/kg de MS 0,5001 0,5033 0,0163 0,8387 <0,0001 0,7004

'EPM= erro padrdo da média
2T = Efeito de tratamento; I1= efeito de idade; TxI= interacdo entre tratamento e idade.
3EF = Eficiéncia alimentar.

Houve reducdo no ganho de peso diario dos animais durante o processo de
desaleitamento (Figura 5). O inicio da reducdo ocorreu da oitava a décima semana, quando o
desaleitamento foi finalizado e os animais tinham acesso apenas a dieta sélida e feno.
Contudo, ndo houve efeito da administragdo de ME (P=0,3372).

067 -”‘F j —=#— Placebo

0,47 é/ -« &+ Lactipro

Ganho de peso diario, kg

2 4 6 8 10 12
Idade, semanas

Figura 5. Ganho de peso (kg/d) durante o periodo de aleitamento e desaleitamento.
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4.3. Parametros de saude dos animais

Para as varidveis de saude e escore fecal também ndo foi observado efeito da
administracdo de ME. O escore fecal apresentou efeito de idade (P<0,0001), com maiores
valores durante a segunda semana de idade dos animais (Tabela 5; Figura 6). Durante a oitava
semana, ou seja, no inicio do desaleitamento, a fluidez das fezes foi mais elevada em relagdo
ao periodo anterior, sendo menor apenas que as medidas de escore fecal obtidos na primeira e
segunda semana de idade dos animais (Figura 6). O escore fecal nas semanas subsequentes ao
inicio do desaleitamento demonstram leve aumento na fluidez das fezes dos animais, em

relagdo ao periodo de aleitamento, porém sem efeito significativo (P > 0,05).

Tabela 5. AvaliacGes de salde e escore fecal dos bezerros suplementados com cultura de
Megasphaera elsdenii e acompanhados durante 12 semanas.

e Tratamentos ot P valor?
Placebo Lactipro T I TxI

Saude

Escore de satde 2,7 2,5 1,09 0,8619

Escore fecal 0,86 0,87 0,030 0,7573 <0,0001 0,6822
Escore fecal >2, dias 11,0 9,1 0,96 0,1746

Febre, dias 9,0 8,9 0,91 0,9009

Tosse, dias 8,6 6,2 1,42 0,2406

'EPM-= erro padrdo da média
2T = Efeito de tratamento; I= efeito de idade; TxI= interacéo entre tratamento e idade.

As medidas de escore fecal > 2 sdo apresentadas em dias, assim como 0 escore de
tosse. Os animas do tratamento com o Lactipro registraram uma média 9,1 dias com escore
fecal > 2, e o grupo que ndo recebeu a cultura de ME registrou uma média de 11 dias. Os
registros de tosse, demonstram que a frequéncia média de dias com tosse nos animais que
receberam a dose de ME foi de 6,2, enquanto os animais que ndo receberam o produto
probidtico registraram 8,6 dias. Contudo, esses resultados ndo possuem diferenca significativa
e ndo influenciaram os resultados de consumo de dieta liquida, bem como as caracteristicas de

desempenho (Tabela 3, 4 e 5).
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Figura 6. Escore fecal dos animais durante o periodo experimental.

4.4. Parametros sanguineos dos animais

A concentracdo de glicose sérica e de beta-hidroxibutirato ndo tiveram influéncia da
dosagem de ME (Tabela 6).

Tabela 6. Avaliaces dos metabdlitos sanguineos de bezerros suplementados com cultura de
Megasphaera elsdenii, durante 12 semanas.

Tratamentos P valor?
ltem _ EPM!
Placebo Lactipro T I TxI
Glicose, mg/dL 101,00 101,95 1,450 0,6231 <0,0001 0,9531
BHBA, mmol/L 0,116 0,118 3,845 0,7722 <0,0001 0,7245

'EPM= erro padrdo da média
2T = Efeito de tratamento; I1= efeito de idade; TxI= interagdo entre tratamento e idade.

Houve efeito de idade sobre a varidvel de concentracdo de glicose e BHB (Tabela 6).
As bezerras apresentaram aumento na concentracdo de glicose entre a segunda e quarta
semana, reduzindo gradualmente e estabilizando ap6s o completo desaleitamento (Figura 7).
Por outro lado, a concentracdo de BHBA teve um aumento acentuado durante o

desaleitamento e ap6s o desaleitamento (Figura 8).
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Figura 7. Concentragdo de glicose sérica em bezerros suplementados com cultura de
Megasphaera elsdenii.

A concentracdo molar de BHBA do grupo tratado com a administracdo de ME foi de
0,064, 0,066 e 0,083 mmol/L, nas semanas quatro, seis e oito respectivamente e para grupo
que ndo recebeu a dose de ME a concentracdo de BHBA observada nas mesmas semanas
foram 0,062, 0,061 e 0,077 mmol/L. Para ambos 0s grupos a concentracdo de BHBA
aumentou de forma acentuada apds a oitava semana, no entanto sem efeito de tratamento

durante todo periodo experimental (P > 0,05).

2 4 6 8 10 12
Idade, semanas

—#— Placebo ----&e--+ Lactipro

Figura 8. Concentraces de BHBA sérico em bezerros suplementados com cultura da
Megasphaera elsdenii.



43

5. DISCUSSAO

A administracdo do probiotico foi avaliada quanto a capacidade de promover o
aumento no desempenho produtivo de bezerros leiteiros, especialmente através do
desenvolvimento ruminal mais precoce. A importancia do acido butirico no desenvolvimento
do epitélio ruminal é bem definida e, portanto, aumentar a proporcao deste acido no ambiente
ruminal, implica em melhor desenvolvimento de papilas ruminais (Yohe et al., 2018). O
microrganismo utilizado neste estudo, promove mudancas no perfil fermentativo quando ha
substratos como lactato e glicose disponivel no rimen, o que favorece a producéo de butirato
e propionato, como produtos da fermentacdo. O lactato estd presente frequentemente no
rimen de neonatos bovinos, o que pode ocorrer devido ao escape de dieta liquida pela goteira
esofagica e ao aumento no consumo de dieta sélida (Counotte et al., 1981; Susanto et al.,
2023), sempre muito rica em amido.

O uso de cepas probidticas que aumentem a producdo de AGCC importantes para o
processo de desenvolvimento ruminal é uma estratégia consolidada. Entretanto, caracteristicas
individuais desses microrganismos podem implicar em falta de concordancia entre as
investigacbes acerca de sua funcionalidade e efetividade. A cepa utilizada neste estudo
(NCIMB 41125) é estritamente anaerdbia e possui rigorosas recomendacdes de uso, para que
a cultura do microrganismo ndo seja comprometida durante a administracdo. Neste trabalho, o
produto foi acondicionado em temperatura adequada e a dose do produto foi fornecida através
de um aplicador acoplado diretamente a embalagem, de forma que o produto ndo fosse
exposto ao oxigénio, ademais foi verificada a auséncia da coloracdo azul no liquido ofertado,
0 que demonstra integridade do produto. Os animais foram divididos em trés grupos contendo
14+1 dia de idade, para que o produto ndo excedesse o periodo de validade apds a primeira
aplicacdo (14 dias). Essa idade de inoculacdo foi determinada considerando resultados de
outros trabalhos cientificos (Muya et al., 2015; Muya et al., 2017; Yohe et al., 2018) e de
testes realizados em fazendas comerciais.

A efetividade da administragdo oral da cultura de ME 41125 foi anteriormente
abordada. Contudo, ha pouca clareza com relacdo ao estabelecimento e desempenho do
microrganismo. A prevaléncia do microrganismo no rdmen ap6s a dosagem ndo foi
amplamente investigada. O aumento transitério nas populacfes de ME foi relatado em alguns
trabalhos, bem como houve pouca influéncia da presenca da cultura de ME na composi¢éo do
microbioma. No estudo de Yohe e colaboradores (2018), a prevaléncia do organismo por 70

dias apds uma Unica administracdo aos 14 dias de idade, ndo foi suficiente para manter uma
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concentracdo de ME estavel no rumen. Da mesma maneira também realizamos uma Unica
dosagem em bezerros com aproximadamente 14 dias, entretanto ndo avaliamos o
estabelecimento e a prevaléncia do microrganismo no ambiente ruminal apés a inoculacao.

O adequado estabelecimento do microrganismo no ramen € descrito como
dependente de alguns aspectos como a escolha da cepa, ou seja, as condicGes de
sobrevivéncia, 0 momento da inoculagcdo e o hospedeiro. A cepa de ME pode encontrar
dificuldade para estabelecer uma populacdo estavel no ambiente ruminal em funcdo da
especificidade do hospedeiro, que pode permitir apenas mudancas provisorias na composicao
da microbiota. Ademais, alcancar um estabelecimento bem-sucedido da bactéria no rimen
pode ser dependente da dindmica do metabolismo, de forma que haja sincronismo entre a
disponibilidade de lactato e outros substratos importantes para 0 microrganismo no momento
de inoculacdo, permitindo que este encontre um ambiente favoravel ao estabelecimento de
populagdes robustas (Monteiro et al., 2022; Weimer et al., 2015).

Weimer e colaboradores (2015) atribuiram o sucesso parcial do estabelecimento da
ME em funcdo do horéario de oferta do probidtico, que ocorreu quatro horas apds a
alimentacdo, momento em que haveria maior producdo de lactato no ridmen. No presente
estudo, a dosagem foi realizada respeitando apenas duas horas ap6s a alimentacdo com dieta
liquida, e apesar de ndo ter sido realizado avalicBes na concentracdo de lactato no liquido
ruminal, esta pode ter sido a razdo para ndo termos encontrado resultados que demonstram
vantagem para a administracdo da cepa.

O estabelecimento de bactérias no ambiente ruminal, também sofre influéncia da
taxa de passagem da digesta. Os microrganismos probidticos possuem maiores chances de
instalar populacdes estaveis se sua taxa de crescimento for superior a taxa de passagem do
rumen (Van Soest, 2018). Em bezerros, nota-se mudancgas constantes na taxa de passagem,
devido as condicBes de salde observadas nas primeiras semanas de vida, decorrentes de
processo infecciosos que comumente afetam esses animais. No presente estudo, observou-se
aumento no escore fecal (Figura 6) e reduc¢des no consumo de dieta liquida (Figura 3), durante
a segunda semana de vida, o que corresponde ao periodo de administracdo do produto
probidtico. Desta maneira, pode-se considerar que o status de salde dos animais nos dias
posteriores a aplicacdo da dose, pode ter influenciado negativamente o processo de
estabelecimento do microrganismo.

O desenvolvimento do epitélio ruminal é sobretudo influenciado pela ingestdo e
composicdo da dieta solida fornecida, que atua como substrato primério para a fermentacgdo de

acidos graxos de cadeia curta, que possuem fungédo importante no desenvolvimento do ramen.
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Com isto, potencializar o consumo de alimento solidos durante a fase de aleitamento traz
beneficios para o pos-aleitamento, quando os bezerros devem ser capazes de suprir sua
exigéncia de mantenca e crescimento apenas com o0s nutrientes fornecidos via dieta sélida.
Assim como o desempenho, a saude e o bem-estar dos bezerros é impactado pela ingestdo
antecipada de alimento sélido (Bittar et al., 2020).

Entretanto, alimentar os bezerros com taxa moderada a alta de alimentagdo com dieta
liquida (750 —800 g MS/dia) resulta em maiores taxas de crescimento (NASEM, 2021), mas
reduz o interesse dos bezerros e consequentemente atrasa o inicio no consumo de alimentos
solidos (Gelsinger et al., 2016). Muya e colaboradores (2017) testaram a administracdo da
cultura de ME aos 14 dias de idade com oferta de dieta liquida ad libitum, e o consumo
observado foi de 8,2 kg/d e 7,4 kg/d, e apesar do consumo concentrado inicial ser baixo, o
consumo de concentrado relatado para os animais que receberam a dose de ME, foi 40%
maior que o relatado para os animais do tratamento controle (0,14 kg/dia vs. 0,10 kg/dia). No
presente estudo, mesmo administrando a cepa com a mesma idade e fornecendo volume de
dieta liquida semelhante ao utilizado por Muya e colaboradores (2017), ndo observamos
incremento no consumo de concentrado nos animais dosados com cultura de ME.

No presente estudo, os animais foram aleitados sob um regime de step-up step-down,
e durante a fase de maior potencial de consumo de dieta liquida a oferta foi de oito litros por
dia. A média de consumo de dieta liquida durante o periodo de aleitamento foi de 658.5 g de
MS/dia para o tratamento placebo e de 655.4 g de MS/dia para o tratamento que recebeu a
dose da cultura de ME (P > 0,05). Contudo, em um trabalho anterior os animais consumiram
uma quantidade inferior de dieta liquida (460 g de MS/dia), o que pode ter favorecido o
estabelecimento do microrganismo e o aumento no consumo de MS vinda da dieta solida (P
<0,001) (Muya et al., 2015). O consumo de MS proveniente exclusivamente da dieta liquida
observado durante o periodo de inoculacdo da cepa e semanas apds, eram superiores a 700 g
de MS/dia, o que pode ter contribuido para a reducdo do interesse dos animais pelo alimento
solido (Gelsinger et al., 2016).

O consumo inicial de concentrado foi baixo para ambos 0s grupos e a idade para
inicio do consumo de concentrado em volume expressivo (> 100 g/dia por 3 dias
consecutivos) foi aos 26 dias. A ingestdo de alimentos solidos tardia esté relacionada a alta
disponibilidade de dieta liquida, que permitiu que a exigéncia energética fosse suprida em sua
totalidade pelo consumo de substituto de leite (SL) (Dikotope, 2018; Muya et al., 2015; Terré
et al., 2006). Desta forma, o consumo de alimento solido aos 14 dias de idade era pouco

expressivo e ndo fornecia substratos suficientes para completo estabelecimento do
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microrganismo no ambiente ruminal. No trabalho de Muya e colaboradores (2015), durante a
segunda semana de vida (14 dias), os animais ja possuiam consumo aproximado de 200 g de
MS/ dia, o que ndo foi observado no presente estudo.

O periodo de desaleitamento € o mais critico para 0 ruminante jovem, pois muitos
iniciam esse processo com o sistema digestivo pouco preparado para as mudangas que
seguirdo apds o desaleitamento. O consumo exclusivo de dieta sélida e o acesso ao alimento
volumoso durante e apds o desaleitamento € desafiador para os bezerros e pode levar a
variacdes no consumo de dieta solida, em funcdo da adaptacdo do rumen as mudangas no
padrdo de consumo, aumento na disponibilidade de substratos prontamente fermentaveis e
flutuacdes no pH ruminal.

Assim como os resultados acerca do estabelecimento da ME, os dados referentes ao
efeito da dosagem de ME no consumo de matéria seca nao sdo claros. Os trabalhos utilizando
a cultura em animais jovens relatam aumento no consumo de concentrado durante e ap6s o
desaleitamento, 0 que sugere que bezerros que recebem a dose de ME desenvolvem maior
capacidade de absorcdo e consequentemente maior estimulo ao consumo (Dikotope, 2018;
Miller et al., 2013; Muya et al., 2017, 2015). Entretanto, a reducdo na ingestdo de matéria
seca foi descrita como efeito da administragdo de ME, o que pode ocorrer em funcdo do
aumento da saciedade, que é resultado da maior concentracdo de propionato disponivel para
geracéo de energia (Aikman et al., 2009; Allen et al., 2005).

O consumo de dieta solida observado ndo foi afetado pela administracdo de ME
durante as semanas que compreenderam o desaleitamento (semanas 8 a 10; Figura 4).
Contudo, o impacto da dosagem de ME sobre o consumo de dieta sélida pode sofrer
influéncia do tipo de processamento dos ingredientes, bem como da proporcéo de energia da
dieta. De acordo com o NASEM (2021), o fornecimento de dietas iniciais com alto amido (>
32 %) e baixo FDN (< 13 %), reduz a faixa de pH para valores abaixo de 5,5, 0 que é
considerado prejudicial a satude e maturacdo ruminal. O concentrado utilizado neste trabalho
tinha potencial de desafiar os animais, pois era composto por baixa inclusdo de FDN (12,15 %
na MS) e alta inclusdo de milho moido (41,681 % na MS) o que poderia provocar SARA nos
animais, entretanto ndo avaliamos os parametros de satde ruminal.

Da mesma maneira que os resultados de consumo de matéria seca, 0s parametros de
desempenho néo diferiram entre os grupos, mas foram semelhantes aos valores relatados por
Quigley e colaboradores (1994) para animais em aleitamento. O GMD observado nos
bezerros que receberam a dosagem da cepa probiética foi em média 0,701 g/d, enquanto que o

observado para os animais do grupo placebo foi de 0,662 g/d, portanto sem significancia (P =
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0,3177). Os resultados sdo consistentes com pesquisas anteriores que encontraram apenas
diferenca numérica no GMD de animais que receberam a cultura. Nestes estudos, os autores
argumentam que a auséncia de resultados significativos possa ser devido a grande variacdo
entre 0s animais, ao protocolo de adaptacdo utilizado e ao fato de a dieta ndo ter sido
agressiva o suficiente para que a ME expressasse seu beneficio (Declerck et al., 2020b,
2020a). No presente estudo, os animais eram bastante homogéneos, com peso ao nascimento
e Brix sérico sem diferenca significativa (P= 0,9953 e P= 0,4850, respectivamente), 0 que
sugere o impacto da dieta, do protocolo de aleitamento e fornecimento do probi6tico como
motivos para ndo ter sido observado efeito da administracdo de ME no desempenho dos
animais.

Observou-se reducdo no GMD de todos os animais na semana 10 (Figura 5), ou seja,
semana apos o desaleitamento. Esse resultado demonstra que a dosagem de ME ndo atenuou
o0s desafios impostos pelo processo de desaleitamento nos animais que receberam a dose, pois
tiveram reducdo no ganho da mesma maneira que 0s animais que ndo receberam o probidtico.
A queda no ganho de peso durante e apds o desaleitamento, é consequéncia da incapacidade
dos animais de atender sua demanda nutricional apenas consumindo alimento solido, pois o
aparelho reticulo-rimen ndo esta completamente funcional para degradar e metabolizar os
substratos que s&o ingeridos (Bittar et al., 2020; Sweeney et al., 2010).

A dosagem da cultura de ME também n&o demonstrou vantagem significativa na
salde de bezerros em aleitamento. O escore fecal foi maior durante a segunda semana de
idade (Figura 6), como citado anteriormente. Neste periodo 0s animais possuem alta
susceptibilidade a infeccBes, pois ha queda na imunidade passiva e 0s animais iniciam o
processo de aquisicdo de imunidade ativa (Chase et al., 2008). Depois de lidar com os
processos de adaptacdo que as primeiras semanas de idade exigem, 0s bezerros ainda
precisam enfrentar o desafiador processo de desaleitamento. Ao desaleitamento, a alta
ingestdo de energia proveniente de alimentos altamente fermentaveis, reduz de forma
acentuada o pH ruminal que pode progredir para SARA. O aumento na fluidez das fezes é
observado frequentemente em animais com SARA, em fungdo do aumento na taxa de
passagem intestinal, pois ocorre aumento no volume de substrato que sai do rimen resultado
da sua atividade de degradacéo e fermentacdo alterada (Kleen et al., 2003; Oetzel, 2003). Ao
inicio do desaleitamento, ou seja, durante a semana oito, a fluidez das fezes em ambos 0s
grupos foi elevada em relacdo a semana anterior (Figura 6). O aumento da fluidez continuou
sendo observado nas semanas seguintes ao desaleitamento, porém nao foi significativo entre

0s animais que receberam a cultura do probidtico e os que ndo receberam (P > 0,05).



48

Os animais que apresentam aumento na fluidez das fezes como sinal clinico,
comumente reduzem a ingestdo de alimento e tem queda no ganho de peso, portanto, reduzir a
gravidade ou a persisténcia da diarreia € importante para diminuir seu impacto no
desempenho (Pardon et al., 2013; Schinwald et al., 2022). Observou-se reducéo de dois dias
na persisténcia da diarreia (escore fecal > 2) em bezerros que receberam a dose de ME em
comparagdo com os animais que receberam o placebo (9,1 vs 11,0).

Assim como a diarreia, as doencas respiratorias também sdo causas da reducdo no
desempenho durante o aleitamento (Pardon et al., 2013). Os bezerros possuem maior risco de
adquirir infecgdes respiratorias entre a segunda e quarta semana de idade, e podem ser
acometidos durante todo o periodo de aleitamento e desaleitamento (Chase et al., 2008;
Hulbert and Moisa, 2016). Os resultados obtidos demonstram diminuicdo na frequéncia de
dias com tosse (escore de tosse > 2), sendo que os animais que receberam a dosagem
contendo a cultura de ME registraram 6,2 dias e os animais que receberam o placebo tiveram
8,6 dias com escore de tosse > 2. No entanto, assim como a redu¢do de dias com diarreia, a
reducdo nos dias com tosse também nao possui diferenca significativa e ndo influenciou os
resultados de consumo de dieta liquida, bem como as caracteristicas de desempenho (Tabela
34eb).

Os parametros sanguineos tiveram apenas efeito de idade (P< 0,0001; Tabela 6). As
concentragdes de glicose sdo mais elevadas nas primeiras semanas de idade dos bezerros, pois
nessa idade o metabolismo depende da glicose para manter seus processos vitais. Com o
inicio da atividade de fermentacdo ruminal as concentracfes de glicose tendem a reduzir e 0s
AGCC passam a ser importantes intermediarios nas vias para obtencéo de energia (Baldwin et
al., 2004; Khan et al., 2016). Em todos os animais, a glicose tendeu a aumentar entre a
segunda e quarta semana, reduzindo gradualmente e estabilizando ap6s o completo
desaleitamento (Figura 7). Esse resultado é consistente com o observado em estudos
anteriores com animais em aleitamento, em que a concentracdo de glicose plasmatica variou
entre 90 e 100 mg/dL, até a sexta semana de idade (Huber, 1969).

A concentracdo molar de BHBA sofre influéncia principalmente do consumo de
dieta solida (Suarez-Mena et al., 2017). Desta forma, a concentragdo molar de BHBA tem
comportamento inverso ao da glicose, sendo mais baixa nas primeiras semanas e aumentando
de forma acentuada ao desaleitamento (Figura 8). N&o foi observado efeito significativo da
cultura de ME na concentracdo plasméatica de BHBA (P> 0,005). No entanto, os resultados
demonstram uma vantagem numeérica para 0s animais que receberam a dose, portanto, esses

animais tiveram uma concentracdo plasmatica de 4,2, 8,0 e 8,2% maior de BHBA, nas
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semanas quatro, seis e oito respectivamente, em comparacdo com 0s animais do grupo
placebo. Entretanto, foi observada reducdo na vantagem numérica nas semanas seguintes e
esses resultados ndo foram afetados pelo tratamento ou pela interacdo tratamento e idade (P
>0,05). Yohe e colaboradores (2018), em um trabalho semelhante ao presente, também néo
observaram efeito do probidtico na concentracdo molar de BHBA.

Apesar disso, outros trabalhos que testaram a dosagem de ME em bezerros durante o
aleitamento, demonstram resultados significativos na concentracdo de BHBA apds a dosagem
(0,281 vs 0,106; P = 0,03) (Muya et al., 2017). Esse resultado sugere que em no presente
trabalho os animais que receberam a cultura do probio6ticos ndo tiveram beneficio com a
dosagem de ME, pois a média de concentracdo plasméatica de BHBA para 0 grupo que
recebeu o probioticos foi de 0,118 mmol/L, semelhante a observada por Muya et al. (2017)
para animais que nao foram dosados com ME.

Segundo Weimer e colaboradores (2015), o padrdo de fermentacdo observado com a
ME ¢ dependente da combinacdo de uma elevada concentragdo de substratos e incubacéo por
tempo prolongado. Os resultados desse trabalho confirmam essa afirmacéo, pois o consumo
de MS no momento da administracdo do probidticos era baixa, assim como o periodo de
retencdo do substrato no ambiente ruminal, devido & dificuldade sanitaria enfrentada pelos
animais durante a segunda semana de idade, o que ndo deve ter alterado o padréo de
fermentacdo. Desta forma, a auséncia de resultados significativos para a concentracdo de
BHBA, demonstra que a administracdo do probidticos aos 14 dias de idade ndo foi eficiente
para aumentar o consumo de concentrado inicial e consequentemente melhorar o desempenho

dos animais.
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6. CONCLUSAO

Para bezerros alimentados com alta taxa de ingestdo de dieta liquida, e
consequentemente com baixo consumo de concentrado inicial, o fornecimento de uma Unica
dose da cultura de Megasphaera elsdenii NCIMB 41125 aos 14 dias de idade ndo foi
suficiente para promover beneficios nas caracteristicas de desempenho, saude e nos
pardmetros sanguineos, que sdo utilizados como indicadores de desenvolvimento ruminal.
Administrar o probidtico em idade mais avancada, bem como, testar dosagens mais
frequentes, pode ser necessario para esclarecer melhor a sua aplicabilidade em sistemas de

criagédo bezerros leiteiros.
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ANEXOS

ANEXO A.
Wisconsin-Madison (Calf Health Scoring Criteria)
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School of
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