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RESUMO

Quarenta ¢ oito bezerras da raga Holandesa, de um a 60 dias de idade, foram utilizadas para avaliar os
efeitos da adigdo ou ndo de Lactobacillus acidophillus, Bifidobacterium bifidum e Enterococus faecium
ao leite sem residuo de antimicrobiano (L) e ao leite de vacas em tratamento de mastite (LTM), sobre o
consumo de alimentos, ganho de peso e incidéncia e duracdo de diarréia. O consumo de concentrado e
agua foi medido diariamente, e o ganho de peso semanalmente. Utilizou-se um delineamento inteiramente
ao acaso, em esquema de parcelas subdivididas, com 12 repeti¢cdes. Os tratamentos consistiram de um
arranjo fatorial 2 x 2 (L ou LTM e auséncia ou presenca de probidtico). A adigdo de probidtico reduziu o
numero de dias com diarréia no grupo de animais que recebeu leite sem residuo de antimicrobiano
(P<0,05), mas ndo houve efeito sobre os animais que receberam leite de vacas em tratamento de mastite.
Também ndo houve efeito do probidtico sobre os consumos de concentrado e de agua, e sobre o ganho de
peso e a incidéncia de diarréia.
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ABSTRACT

Forty-eight Holstein calves from birth until 60-day-old were used to evaluate the effect of commercial
probiotic Biobac® (Lactobacillus acidophillus, Bifidobacterium bifidum, and Enterococcus faecium) in
addition to milk without antimicrobials residue or milk from mastitis treatead cows on theoccurrence and
the length of diarrhea. Consumption of concentrate and water were daily measured and the weight was
weekly measured. The experiment was carried out according to a random sample design with 12
repetitions for each treatment, arranged in a split plot. The plots were composed by four treatments
combined in a factorial arrangement of 2x2. Subplots were composed by the evaluation times. The
addition of probiotic was beneficial to reduce the diarrhea period in the calves fed milk without
antimicrobial residue. The consumption of concentrate, water, and the weights of the calves were not
different among the groups, irrespectively of probiotic supply.
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INTRODUCAO

O manejo adequado dos animais jovens merece
destaque por sua grande importancia econdmica.
A fase de aleitamento ¢, provavelmente, a mais
critica, exigindo que parte do leite produzido seja
desviado para a alimentacdo dos bezerros. Esta
também ¢ a fase em que os bezerros sdo mais
acometidos por doengas, sendo a diarréia um dos
maiores problemas nas duas primeiras semanas
de vida e as doengas respiratorias, o maior
problema apds as quatro semanas de vida
(Nabuurs et al., 2001; Buzinaro et al., 2003).

Varios fatores contribuem para a alta incidéncia
de doengas intestinais e respiratdrias na fase
inicial de criacdo de bezerros. Ao nascerem,
geralmente os bezerros sdo separados de suas
maes, dificultando a aquisicdo de uma flora
protetora advinda da mae. Aliado a isso,
consomem quantidades restritas de colostro e
leite, o que pode comprometer as defesas
imunologicas e deprimir a flora intestinal. Sdo
ainda submetidos a estresse, como o de
transporte, mudangas alimentares e criagdo em
bezerreiros que muitas vezes ndo oferecem boas
condigdes sanitarias, provocando a constante
exposicao a agentes patogénicos (Timmerman et
al., 2005).

Para Fuller (1997), o estabelecimento e a
manutencdo de microrganismos benéficos no
intestino dos animais podem ajudar a suprimir os
microrganismos patogénicos, reduzindo ou
eliminando as diarréias. Dessa forma, os
probidticos  aparecem  como  ferramenta
alternativa na preveng¢do e no tratamento das
diarréias.

Abe et al. (1995) estudaram o desempenho de
bezerros  suplementados com  probidticos
administrados ~ via  suceddneo do leite
(Bifidobacterium pseudolongum, B.
thermophilus, Enterococcus  faecium e
Lactobacillus  acidophilus). A utilizacdo de
probidticos melhorou o ganho de peso corporal
total, 31,4kg e 25,4kg, e a conversdao alimentar,
2,08kg e 2,37kg, observados nos grupos
experimental e controle, respectivamente.

Meyer (2000), ao avaliar o efeito da adicao de L.
acidophillus e E. faecium e Saccharomyces
cerevisiae ao leite integral e ao sucedaneo,
concluiu que a adi¢do de probidtico € benéfica
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para bezerros aleitados com suceddneo a partir
do terceiro dia de idade, pela melhora no ganho
de peso e na conversdo alimentar até o
desaleitamento.

Timmerman et al. (2005) utilizaram probidticos
multiespécie — microrganismos isolados do trato
gastrintestinal humano e do trato gastrintestinal
de bezerros — para avaliar o crescimento ¢ a
saide dos animais. Os autores ndo encontraram
diferencas entre os dois probiodticos, no entanto
observaram diminui¢do na incidéncia e duracdo
(dias) da diarréia e na porcentagem de animais
que necessitaram de tratamento terapéutico.

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos de
um probidtico comercial, constituido de L.
acidophillus, B. bifidum e E. faecium, sobre a
sade e o desempenho de bezerras durante o
periodo de aleitamento, em uma fazenda
comercial com grande numero de bezerras
alojadas em bezerreiros individuais e submetidas
a grande desafio devido a alta densidade
populacional.

MATERIAL E METODOS

O experimento, realizado em uma propriedade
leiteira comercial no periodo de fevereiro a maio
de 2004, utilizou 48 bezerras da raga Holandesa,
distribuidas em quatro grupos experimentais,
com 12 repeti¢des por grupo.

Todas as bezerras, separadas de suas mdes
imediatamente ap6s o nascimento, receberam
quatro litros de colostro, proveniente de um
banco de colostro, no maximo duas horas pos-
nascimento. Todo colostro fornecido possuia
concentragdo de imunoglobulinas acima de
50mg/ml.

Os grupos experimentais foram assim definidos:
no grupo L, os animais receberam quatro litros
de leite sem residuo de antimicrobiano; no grupo
LP, receberam quatro litros de leite sem residuo
de antimicrobiano mais 2g/dia probiotico
Biobac™ (L. acidophillus: 3,33x10° UFC/g; B.
bifidum: 3,33x10° UFC/g; E. faecium; 3,33x10°
UFC/g); no grupo LTM, receberam quatro litros
de leite de vacas em tratamento de mastite; e no
grupo LTMP, receberam quatro litros de leite de
vacas em tratamento de mastite mais 2g/dia

'Biobac®™: Laboratorio CHR Hansen — Valinhos, SP - Brasil.
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probidtico Biobac™'. Os animais do grupo LP e
LTMP receberam também 4g de probidtico
Biobac®™ em gel antes do fornecimento do
colostro.

As bezerras foram alojadas individualmente,
durante todo o periodo de aleitamento até os 60
dias de idade, em casinhas de metal mantidas
sobre cama de areia. O concentrado oferecido a
vontade a partir do terceiro dia de idade,
formulado na propria fazenda, apresentava a
seguinte composi¢do: 80,2% de matéria seca,
23,6% de proteina bruta, 17,0% de FDN, 87,7%
de NDT, 3,2% de extrato etéreo, 6,3% de
minerais, 0,1% de calcio e 0,6% de fosforo. A
adgua foi fornecida a vontade, e o consumo
voluntario didrio de concentrado e 4gua foi
determinado calculando-se a diferenga entre o
fornecido e as sobras.

Nas amostras pré-secas dos alimentos,
determinaram-se a matéria seca, em estufa a
105°C, a proteina bruta, pelo método de
Kjeldhal, os componentes da parede celular, pelo
método seqiiencial de Van Soest et al. (1991), o
cilcio e o fosforo, segundo AOAC
(Official...,1980).

Os animais foram pesados 24 horas apds o
nascimento e a cada sete dias antes do
fornecimento de alimentos. Diariamente, apds o
aleitamento, todas as bezerras foram observadas
quanto as condigdes fisicas, mensurando-se a
temperatura retal ¢ observando-se a presenga de
sinais de enfermidades.

Todos os dados referentes as diarréias foram
anotados seguindo a metodologia citada por
Ferreira (2001): idade de aparecimento da
diarréia e severidade do quadro de acordo com o
grau de desidratagio do animal, tempo de
recuperacdo e mudangas no comportamento,
avaliadas pelo grau de depressdo clinica que
variou de 0 a 3 sendo 0 - animal normal; 1-
animal apatico, mas se alimentando; 2- animal
apatico sem se alimentar; 3- animal em decubito.
Foi avaliada, diariamente, a consisténcia das
fezes utilizando-se o seguinte escore: 0- normal;
1- anormal, tendendo a consisténcia pastosa, mas
sem diarréia; 2- pastosa com diarréia moderada;
3- pastosa a liquida ou mesmo liquida, com
diarréia severa.
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Para detec¢@o dos agentes causadores de diarréia,
foram colhidas amostras de fezes,
aproximadamente 30g, por meio de massagem na
ampola retal, nos dois primeiros dias do curso da
diarréia. As amostras foram acondicionadas em
embalagens plasticas e congeladas a -20°C.
Posteriormente, = foram  descongeladas e
processadas segundo as técnicas descritas no
manual do kit Elisa Bio-X digestive.

As dietas liquida e solida foram mantidas durante
o curso da diarr¢ia. O tratamento da diarréia
consistiu  no uso imediato de soro oral
constituido por 20g de glicose de milho, 5g de
cloreto de sodio, 4g de bicarbonato de sodio e 1g
de cloreto de potassio diluidos em 1 litro de
agua, fornecido aos primeiros sinais de diarréia,
bem como na administragio de drogas
antimicrobianas quando a temperatura corporal
estava elevada.

O experimento foi realizado em delineamento
inteiramente ao acaso, com 12 repetigdes por
tratamento, em arranjo em parcelas subdivididas.
A parcela foi composta por quatro tratamentos
constituidos de arranjo fatorial 2 x 2, sendo dois
tipos de leite (L e LTM) e adigdo ou ndo de
probidtico. A subparcela foi composta pelas nove
semanas de avaliagdo. As analises foram
realizadas utilizando-se 0 SAEG
(Sistema...,2000). Para testar as diferencas entre
as médias dos tratamentos, utilizou-se o teste
SNK (P< 0,05). Para os tempos de avaliacdo,
fez-se ajuste de modelos de regressao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as bezerras apresentaram quadro de
diarréia iniciado entre o sétimo e 11° dia de vida.
Estes resultados diferem dos encontrados por
Selim e Culler (1997) e Wray (1990), ao
afirmarem que leite de vacas em tratamento
contra mastite e com residuos de antimicrobianos
contribui para o aumento da incidéncia de
diarréia em bezerros. Neste trabalho, todos os
animais apresentaram quadro de diarréia
independentemente da qualidade do leite.

Dois animais do grupo L apresentaram quadro de
depressao nivel 2 - animal apatico, com alteracao
do consumo de leite. Seis bezerras, com
temperatura elevada, foram tratadas com
antimicrobianos, e destas, trés pertenciam ao
grupo L, duas ao LTM e uma ao LP.
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Na Tab. 1 observam-se o0s patdgenos
identificados nas amostras de fezes colhidas nos
diferentes grupos. Foram processadas 22
amostras, sendo seis amostras dos grupos L e LP
e cinco amostras dos grupos LTM e LTMP. Em
15 amostras foi encontrado Cryptosporidium

parvum, em duas destas Rotavirus ¢ em uma
Coronavirus. Em quatro amostras verificou-se
apenas Rotavirus, em uma outra Rotavirus e
Coronavirus ¢ em duas ndo foi identificado
nenhum patégeno.

Tabela 1. Agentes causadores de diarréia identificados nas fezes de bezerras segundo os tratamentos

(grupos)
Agente Grupo L Grupo LP Grupo LTM  Grupo LTMP Total
Cryptosporidium 1 4 6 4 15
Rotavirus 3 1 1 2 7
Coronavirus 1 1 2

L: leite sem residuo antimicrobiano; LP: leite sem residuo antimicrobiano adicionado de probiodtico Biobac'; LTM:
leite de vacas em tratamento de mastite; LTMP: leite de vacas em tratamento de mastite adicionado de probidtico.

Todos os agentes diagnosticados nas amostras
causam danos aos microvilos intestinais, o que
predispde a combinagdo de patdgenos. Rebhun
(2000) mencionou que as combinagdes de
patdgenos intestinais, nos neonatos, complicam o
tratamento e pioram os sinais clinicos ¢ o
prognéstico. Mais ainda, tendem a elevar a
mortalidade e predispdem a ma nutrigdo, em
razdo da ma digestdo e absor¢do que persistem
por uma semana ou mais, sendo a desidratacdo a
principal causa de morte nos quadros de diarréia.
Neste estudo, ndo ocorreram mortes. A imediata
hidratacdo dos animais com soro oral, a
manutencdo da dieta liquida e o tratamento com
antimicrobianos quando a temperatura corporal
se elevou contribuiram para a ndo ocorréncia de
obitos.

A incidéncia de Cryptosporidium foi mais alta
nas bezerras do grupo LTM: 10 casos em 12
amostras. As do grupo L apresentaram cinco
casos em 11 amostras. Sabe-se que
criptosporidiose acomete bezerros
imunocomprometidos (Rebhun, 2000). O leite de
vacas em tratamento de mastite pode resultar em
bactérias patog€nicas mais resistentes ¢ na
diminuigdo da flora protetora, levando a
diminuicdo das respostas imunolégicas e, talvez,
ao maior numero de casos de criptosporidiose.

A duragdo da diarréia nos diferentes grupos pode
ser observada na Tab.2. O maior tempo (P<0,05)
foi observado no grupo L, seguido pelos grupos
LP e¢ LTMP, no entanto esses ndo foram
diferentes entre si (P>0,05). A menor duragdo do
periodo de diarréia no grupo LTM talvez possa
ser atribuida a agdo de compostos de
antimicrobianos metabolicamente ativos no leite
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fornecido as bezerras, o que reduziu as infec¢des
secundarias que poderiam agravar os quadros de
diarréia.

Tabela 2. Dias com diarréia em bezerras segundo
0s tratamentos

Leite sem Leite de vacas
Probiotico residuo em tratamento
antimicrobiano de mastite
Sem 10,5Ab 5,7Ba
Com 7,7Aa 7,3Aa

Médias seguidas de letras distintas maitsculas na linha
e letras mintsculas na coluna diferem entre si pelo
teste SNK (P<0,05).

Houve diferenga entre os grupos L e LP (P<0,05)
quanto a duragdo da diarréia, mostrando eficiéncia
do probidtico em reduzir os dias em diarréia. Dados
semelhantes foram mencionados por Gibson et al.
(1997) que, ao revisaram a literatura sobre os
efeitos da utilizagdo de probidticos para animais
com diarréia e enterite, verificaram que em 71,5%
dos animais houve efeito positivo em erradicar ou
amenizar o quadro de diarréia. Os mecanismos
apontados como causadores desses efeitos foram a
inibicdo da proliferacdo de bactérias patogénicas
pela produgdo de acidos organicos, a redugdo do pH
e a produgdo de substincias antibidticas; o
antagonismo competitivo entre os microrganismos
do probiodtico e os patdogenos; e a estimulagdo do
sistema imune dos bezerros.

Nao houve diferenga entre os grupos LTMP,
LTM e LP, (P>0,05), o que sugere que o
fornecimento de probidtico na presenca de
antibiodtico ndo foi eficiente.

O consumo de matéria seca do concentrado pode
ser observado na Tab. 3. Ndo houve diferenga no
consumo semanal de concentrado na matéria
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seca entre grupos nas seis semanas iniciais. Na
sétima ¢ oitava semanas, ndo houve diferenca
(P>0,05) entre os grupos L, LTM e LP, mas os
animais do grupo LTMP consumiram menos em
relacdo aos animais dos grupos L e LP. No final
da sétima e na oitava semana, as bezerras foram
acometidas por pneumonia, sendo maior o
numero de bezerras doentes nos grupos LTM e
LTMP, o que resultou em menor consumo nas
bezerras do grupo LTMP. Na nona semana, o

consumo semanal de concentrado foi novamente
semelhante (P>0,05) entre os grupos, indicando
recuperacdo dos animais.

Todos os grupos seguiram o modelo de regressao
quadrético, com alta explicagdo de dados (R?)
variando de 98,3% a 99,4% (Tab.4). Todos os
grupos apresentaram curvas de consumo que se
elevaram acentuadamente a partir da primeira
semana de vida.

Tabela 3. Consumo médio diario de matéria seca do concentrado (g) por bezerras segundo os tratamentos
¢ as semanas

Grupo L Grupo LTM Grupo LP Grupo LTMP
Semana .
Consumo g/dia
1 29,0A 28,2A 30,8A 37,6A
2 42,0A 33,0A 58,5A 67,4A
3 212,6A 271,2A 257,7A 213,8A
4 396,3A 340,8A 458,1A 350,7A
5 649,6A 606,9A 625,0A 546,4A
6 903,3A 772,0A 839,12A 708,4A
7 1204,9A 936,5A 1218,2A 883,6B
8 1378,2A 1161,6AB 1376,6A 966,2B
9 1540,9A 1376,5A 1581,2A 1287,7A

Médias seguidas de letras distintas na linha diferem entre si pelo teste SNK (P<0,05).

L: leite sem residuo antimicrobiano; LP: leite sem residuo antimicrobiano adicionado de probiodtico Biobac'; LTM:
leite de vacas em tratamento de mastite; LTMP: leite de vacas em tratamento de mastite adicionado de probidtico.
CV na 7% semana 25,8; e o na 8" semana, 21,7%.

Tabela 4. Equacdes de regressdao do consumo do concentrado (MS) de bezerras segundo os tratamentos

Resposta Equagéo R* (%)
Consumo de concentrado L 39,27-1,74" dias+0,458 " dias’ 98,27
Consumo de concentrado LTM - 6,47+1,08**dias+ 0,4362**dias2 99,27
Consumo de concentrado L P -7,78+4,58 "dias+ 0,35 dias? 98,80
Consumo de concentrado LTMP 44,90-7,33 " dias+ 0,49 “"dias? 99,40

** (P<0,01)
L: leite sem residuo antimicrobiano; LP: leite sem residuo antimicrobiano adicionado de probidtico Biobac; LTM:
leite de vacas em tratamento de mastite; LTMP: leite de vacas em tratamento de mastite adicionado de probidtico.

Na Tab. 5 pode ser observado o consumo de
agua. Nao foram observadas diferencas de
consumo entre os grupos (P>0,05), dessa forma,

Tabela 5. Consumo médio diario de agua por
semana nos quatro grupos experimentais
Consumo médio de

os dados foram agrupados. Observaram-se Semee agua (1)
diferencas apenas entre as semanas avaliadas 1 531B
(P<0,05). 2 4,896BC
3 4,719CD
Na primeira semana de vida, o consumo de agua 4 4,588CD
foi maior que nas semanas 3, 4, 5, 6, 7 ¢ 8. Todos 5 4,302CD
0s animais iniciaram ou terminaram os quadros 6 4,110D
de diarréia no final da primeira e inicio da 7 4,037D
segunda semana. A desidratacdo causada pela 8 4,693CD
diarréia pode ter causado maior consumo de agua 9 6,145A

na primeira semana. Médias seguidas de letras distintas na coluna

diferem entre si pelo teste SNK (P<0,05).
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Na Tab. 6 sdo apresentados os dados de peso das
bezerras nas semanas avaliadas. Ndo foram
observadas diferengas de peso entre os grupos
(P>0,05), dessa forma, os dados foram
agrupados. Observaram-se diferencas apenas
entre as semanas avaliadas (P<0,05).

Tabela 6. Médias de pesos (kg) por idade das
bezerras

Idade em dias Média de pesos (kg)
2 38,8H
7 40,0H
14 42,8G
21 43,9G
28 47,0F
35 51,7E
42 58,0D
49 64,2C
56 69.8B
60 73,7A

Médias seguidas de letras distintas diferem entre si
pelo teste SNK (P<0,05).

Na Tab. 7 sdo apresentadas as equacdes de
regressdo para ganho de peso. Todos os grupos
seguem o0 modelo quadratico com alto grau de

explicacdo, de 99,2 a 99,7%. As equagdes de
regressdo demonstram inicio de ganho de peso a
partir da primeira semana de vida.

Gibson et al. (1997) relataram que a utilizagdo de
probidtico pode alterar a ingestdo de alimento e o
ganho de peso, melhorar a digestdo da lactose e a
motilidade do trato gastrintestinal, estimular as
defesas imunoldgicas e, conseqiientemente,
melhorar o desempenho e a satide dos bezerros.
Como os resultados deste experimento ndo
indicaram  diferenca  entre os  grupos
experimentais no consumo e no ganho de peso, o
beneficio do uso do probiodtico ndo se confirmou
para essas caracteristicas.

Apesar de terem ocorrido diarréias severas, com
fezes tendendo a liquidas ou mesmo liquidas,
apenas 4,2% das bezerras apresentaram-se
deprimidas, e s6 em 14,5% foi necessario o uso
de antimicrobiano para controle da diarréia, fato
que pode justificar o consumo e o ganho de peso
semelhantes entre os grupos, independente da
reducdo na duracdo da diarréia.

Tabela 7. Equagdes de regressao dos pesos (kg) dos diferentes grupos experimentais

Resposta Equagdo R? (%)
Pesos das bezerras L 38,55-0,04  dias + 0,01  dias’ 99,75
Pesos das bezerras LTM 38,92+0,04" dias + 0,0096 " dias> 99,75
Pesos das bezerras LP 39,65+0,036 " dias + 0,0092"" dias 99,20
Pesos das bezerras LTMP 39,00+0,019 ** dias +0,068"" dias” 99,27
#% (P<0,01).

L: leite sem residuo antimicrobiano; LP: leite sem residuo antimicrobiano adicionado de probidtico Biobac; LTM:
leite de vacas em tratamento de mastite; LTMP: leite de vacas em tratamento de mastite adicionado de probidtico.

CONCLUSOES

A adigdo de probiotico ao leite sem residuo de
antibidtico ¢ uma alternativa para reduzir os dias
em diarréia em bezerras, sem influenciar o
consumo ¢ o ganho de peso dos animais. O
fornecimento de leite de vacas em tratamento de
mastite, isto ¢, com residuo de drogas
antimicrobianas para bezerras deve ser melhor
estudado, avaliando-se seu impacto no
desenvolvimento da bezerra ao longo do tempo e
os efeitos no surgimento de resisténcia bacteriana
e/ou reac¢les adversas.
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