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RESUMO

Estratégias alimentares para reducdo das taxas de morbidade em bezerros leiteiros

As doencas infecciosas, em especial a diarreia e as broncopneumonias, sdo importantes
causas de morbidade e mortalidade de bezerros em todo o mundo. As perdas econdmicas vao
desde a perda dos bezerros, diminuicdo do desempenho e producdo futura, até gastos
excessivos com medicamentos muitas vezes utilizados de forma errada ou desnecessaria. O uso
de antimicrobianos de forma terapéutica ou profilatica tém sido cada vez mais questionada,
bem como o uso de aditivos antimicrobianos ja foram proibidos em diversos paises para
combater a resisténcia de microrganismos, um problema de salde publica. Desta forma, a
pesquisa por métodos naturais de profilaxia de doencgas e melhora do desempenho sdo cada
vez mais necessarias. No primeiro estudo, foi avaliado o efeito de trés dietas liquidas no
bdesempenho, incidéncia de diarreia e comunidade microbiana durante a ocorréncia de
diarreia em bezerros leiteiros. Trinta e cinco bezerros leiteiros (20 machos e 15 fémeas) foram
utilizados em delineamento em blocos ao acaso e divididos em trés tratamentos — leite integral
refrigerado (LI), leite integral acidificado (LA) e substituto lacteo (SL). Ingestdo, escore fecal e
temperatura retal foram avaliados diariamente, enquanto desempenho e parametros
sanguineos foram avaliados semanalmente durante o periodo pré-desaleitamento. Amostras
fecais de bezerros diarreicos foram coletadas para avaliagdo da comunidade bacteriana.
Bezerros alimentados com LI apresentaram maior peso corporal ao desaleitamento, ganho
meédio diario, medidas corporais e concentracdo de metabdlitos sanguineos relacionados a
nutricdo. Os bezerros alimentados com LA apresentaram menor temperatura retal e dias com
febre. Além disso, os bezerros alimentados com SL apresentaram menor concentragao de beta-
hidroxibutirato e maior incidéncia de diarreia. Quanto a comunidade bacteriana fecal, em nivel
composicional, observou-se maior abundancia dos géneros Fusobacterium e Ruminococcus
(LA), Prevotella (LI) e Lactobacillus (SL). Nas fezes dos bezerros diarréicos aleitados com LA e SL,
também observou-se a presenca de alguns géneros bacterianos benéficos. No segundo estudo
foi avaliada a inclusdo de um blend comercial a base de éleo de horteld-pimenta, eucalipto e
cristais de mentol sob a salde e desempenho de bezerros leiteiros. Trinta e nove bezerros
leiteiros (33 machos e 6 fémeas) foram utilizados em dois tratamentos — Suceddneo lacteo
diluido a 14% de sdlidos (SL) e sucedaneo lacteo acrescido do blend comercial de dleos
essenciais (SLOE). Ingestdo, escore fecal e de saude e temperatura retal foram avaliados
diariamente, desempenho avaliado semanalmente e parametros sanguineos nas semanas 1, 2,
3, 4 e 8. Bezerros alimentados com SLOE apresentaram tendéncia de maior consumo de
matéria seca total no periodo de aleitamento, mas ndo foram observados outros efeitos da
suplementacdo do blend de dleos essenciais no desempenho. No entanto, os bezerros SLOE
apresentaram menor escore de salde e menos dias com escore de saude > 4 (sugestivo para
broncopneumonia). A suplementacdo de bezerros com déleos essenciais pode ser uma
alternativa para reduzir a ocorréncia de problemas respiratérios.

Palavras-chave: Leite acidificado, Diarreia, Microbioma fecal, Oleos essenciais



ABSTRACT

Feeding strategies to reduce morbidity rates in dairy calves

Infectious diseases, especially diarrhea and bronchopneumonia, are important causes
of morbidity and mortality in calves around the world. Economic losses includes loss of calves,
decreased performance and future production, and excessive administration of medicine that
are often used incorrectly or unnecessary. The use of antimicrobials in as therapeutic or
prophylactic treatments has been increasingly questioned, and the use of antimicrobial
additives has already been banned in several countries to prevent the resistance of
microorganisms, a public health problem. In this way, the search for natural methods of disease
prophylaxis and performance improvement are increasingly necessary. The effect of three
liguid diets on performance, diarrhea incidence and microbial community during the
occurrence of diarrhea in dairy calves was evaluated. Thirty five dairy calves (20 males and 15
females) were used in randomized block design, and divided into three treatments —
refrigerated whole milk (WM), acidified whole milk (AWM) and milk replacer (MR). Intake, fecal
score and rectal temperature were assessed daily, while performance and blood parameters
were assessed weekly during the pre-weaning period. Fecal samples from diarrheal calves were
collected for bacterial community assessment. Calves fed WM had higher body weight at
weaning, average daily gain, body measurements and concentration of blood metabolites. The
calves fed AWM had lower rectal temperature and days with fever. In addition, calves fed MR
had a lower concentration of beta-hydroxybutyrate and a higher incidence of diarrhea. As for
the fecal bacterial community, at the compositional level, there was a greater abundance of
the genera Fusobacterium and Ruminococcus (AWM), Prevotella (WM) and Lactobacillus (MR).
In the feces of diarrheal calves fed AWM and MR, the presence of some beneficial bacterial
genera was also observed. In the second study, the inclusion of a commercial blend based on
peppermint oil, eucalyptus and methol crystals was evaluated on the health and performance
of dairy calves. Thirty-nine dairy calves (33 males and 6 females) were used in two treatments
—milk replacer diluted to 14% solids (MR) and milk replacer plus commercial blend of essential
oils (MREQ). Intake, fecal and health score and rectal temperature were assessed daily,
performance assessed weekly and blood parameters at weeks 1, 2, 3, 4 and 8. Calves fed MREO
tended to present a higher total dry matter intake during the preweaning period; however no
other differences were observed for calves performance. Nevertheless, MREO calves had a
lower health score and fewer days with a health score > 4 (suggestive of bronchopneumonia).
The supplementation of calves with essential oils may be an alternative to reduce the
occurrence of respiratory problems.

Keywords: Acidified milk, Diarrhea, Fecal microbiome, Essential oils
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1. INTRODUGAO

A criacdo de fémeas leiteiras produtivas depende do bom manejo de bezerros (Abuelo, 2020),
e envolve gastos econdmicos significativos, estimados em cerca de 20% do gasto total das fazendas
leiteiras (Boulton et al., 2017). As perdas por morte e doencas dos bezerros, especialmente durante o
periodo pré-desaleitamento, ainda sdo inaceitavelmente altas. A ocorréncia de ébito no periodo
perinatal, definida como a duragdo do nascimento até 48h de vida, varia de 3% a 9% em rebanhos
leiteiros em todo o mundo (Compton et al., 2017). Mas apos esta fase, as taxas de mortalidade ainda
sdo bastante altas, com valores de 6,0% no Brasil (Alta Cria, 2021) e de 6,4% nos EUA (USDA, 2018).

O sucesso da fase de criagdo de bezerros leiteiros deve incluir uma combinagdo de aspectos
gue garantam o bom crescimento, que atendam as necessidades nutricionais e minimize fatores
causadores da quebra da homeostase corpdrea (Gomes et al., 2021). Os desafios enfrentados pelos
bezerros a partir do nascimento, aliados a um sistema imunoldgico ainda inexperiente, tornam esses
animais mais susceptiveis a infec¢des intestinais e das vias respiratdrias. Além disso, a manutencdo do
microbioma, especialmente quando se avalia o equilibrio entre microrganismos intestinais benéficos e
patogénicos, é fundamental para manter a salde e desempenho dos bezerros (Virginio Jr. e Bittar,
2021).

O impacto do estresse, causado pelas diferentes enfermidades, além de acarretar em perdas
econOmicas indiretas, estd relacionado ao aumento dos indices de morbidade e mortalidade, baixo
desempenho, atraso reprodutivo e menor producdo de leite futura (Lorenz et al., 2011; Tahmasbi et al.,
2014). Na fase inicial da vida, as bezerras sdo constantemente expostas a desafios de ordem e natureza
diversas.

Dentre os desafios iniciais, o mais importante é a perda da protecdo materna apds o
nascimento. Assim, faz-se necessario o fornecimento de colostro nas primeiras horas de vida para que
o animal absorva anticorpos produzidos por sua mae, até que possa produzir seus proprios anticorpos,
guando seu sistema imune passa a ser mais experiente, e ser capaz de sobreviver diante da exposicdo
a agentes ambientais e patogénicos (Hulbert e Moisd, 2016).

Porém, a susceptibilidade dos bezerros as doencas e a resposta aos agentes patogénicos ndo
dependem apenas do grau de protecdo proporcionado pelo colostro materno, mas também da
exposicdo aos patégenos ambientais, do manejo nutricional e da condicdo de saude geral do animal.
Bezerros que receberam colostro de forma adequada, podem assim mesmo apresentar doengas se o
desafio imposto pelo ambiente e nutricdo resulte em estresse que ultrapasse a capacidade do sistema
imune dos bezerros (Kertz et al., 2017).

Desta forma, algumas estratégias podem ser realizadas a fim de reduzir o desafio ao qual os

bezerros sao submetidos, como é o caso da melhoria da qualidade microbioldgica do leite, seja por
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pasteurizacdo ou acidificagdo do alimento (Yanar et al., 2006), ou o uso de aditivos alimentares que
potencializam a ac¢do do sistema imune e sdo alternativas naturais que minimizam a utilizagdo de
antimicrobianos (um problema de satde publica cada vez mais debatido e que impde mudancgas pelo
mercado importador), como é o caso dos aditivos fitogénicos, principalmente os dleos essenciais
(Durmic e Blache, 2012).

Embora a indUstria pecudria tenha melhorado muito o manejo do rebanho bovino, as
instalacdes e os cuidados com os bezerros, hd a necessidade de pesquisar terapias alternativas, como
aditivos alimentares naturais, para lidar com o uso reduzido de antimicrobianos e reduzir ainda mais a
morbidade e mortalidade dos bezerros. Assim, o objetivo deste projeto foi avaliar diferentes estratégias
alimentares a fim de contribuir para minimizar a ocorréncia das principais enfermidades em bezerros

leiteiros e consequentemente melhorar o desempenho.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Morbidade e principais doencgas

A fase de criacdo, que geralmente compreende as primeiras 8 a 12 semanas de vida, nada
mais € que um periodo de adaptacdo do bezerro recém-nascido. O bezerro precisa se adaptar a um
ambiente de temperatura varidvel, com alta carga de patdgenos, as alteragdes para obtencdo de
nutrientes, e por fim, realizar a transicdo do sistema gastrintestinal de um pré-ruminante especialista
em digerir leite para um ruminante que obtém a maior parte de sua energia através da fermentacdo
ruminal de forragens.

Além das particularidades da imaturidade imunitdria e de estresses comuns a essa transicao,
as bezerras ainda podem ser influenciadas negativamente por dietas restritivas, manejos estressantes
e protocolos de vacinagdo inapropriados. O sucesso da criacdo esta diretamente ligado a inUmeros
fatores que se relacionam diretamente com a taxa de morbidade e mortalidade das bezerras, como a
biotécnica da reproducdo utilizada, tempo de permanéncia da mde com a cria (Vogels et al., 2013),
estacdo do ano do nascimento (Santman Berends et. al., 2019), intervenc¢do ao parto (Murray et al.,
2015), peso ao nascimento (Winderyer et al., 2014), falha da transferéncia de imunidade passiva
(Furman-Fratczak et al., 2011), qualidade microbioldgica da dieta liquida, entre outros.

Esses aspectos podem agir como importantes fatores de estresse e, consequentemente, de
maior susceptibilidade dos bezerros, principalmente nas primeiras 3 semanas de vida. O
amadurecimento do sistema imune adaptativo das bezerras é um processo lento e gradual que ocorre
entre o nascimento e a puberdade, de acordo com os desafios antigénicos na fase pds-natal (Svensson
et al., 2003). Desta forma, além da minimizacdo desses desafios, o manejo de colostragem é
fundamental para a prevencdo de doencas, ao menos durante as primeiras semanas de vida, pois € ele
guem fornecera os anticorpos necessarios para combaté-las (Hulbert e Moisd, 2016).

As doencas infeciosas sdo a segunda maior causa de mortalidade nos bezerreiros, ficando
atrds apenas dos o6bitos ainda na maternidade (até 48h de vida), em decorréncia de alteractes
relacionados ao parto propriamente dito (Azevedo et al., 2020). Embora as taxas de mortalidade
relatadas para essa fase variem muito por idade; status de transferéncia de imunidade passiva; tipo de
manejo; instalacGes; estacdo do ano; pais e/ou regido, a enterite e a Doenca Respiratéria Bovina (DRB),
principalmente a broncopneumonia, surgem como as razdes mais comuns para mortes relacionadas a
doencas em bezerros (Heinrichs e Heinrichs, 2011; Windeyer et al., 2014).

O grande impacto econémico relacionado a essas enfermidades, esta desde o custo imediato
com o tratamento e diminuicdo do desempenho, até seu impacto no desenvolvimento e producdo de

leite futura, conforme apontado por diversos estudos (Heinrichs e Heinrichs, 2011; Staton et al., 2012;



16

Damiaans et al., 2018). Além disso, existe o custo de reposi¢cdo das fémeas que vieram a ébito. O custo
de criacdo é bastante significativo, mas o custo de adquirir uma novilha pronta é muito maior. Portanto,
se 0 objetivo € manter ou expandir o tamanho do rebanho, o manejo de doencas é um foco apropriado
ao técnico e ao produtor (Wathes et al., 2008; Urie et al., 2018).

As enterites, que tém como principal sinal clinico a diarreia, e que por esse motivo é
popularmente conhecida por esse termo, é a doenga mais importante em bezerros com menos de 30
dias de idade (Farifia e Chilibroste, 2019; Schild et al., 2020; Urie et al., 2018). Enquanto a DRB, pode
variar quanto a realidade de cada propriedade, pode ocorrer durante todo o periodo de criagdo,
inclusive ao desaleitamento, mas comumente afeta bezerros mais velhos (mais de 30 dias de idade;
Azevedo et al., 2020).

A diarreia, embora muito estudada, ainda é a principal causa infecciosa associada a
mortalidade em bezerros neonatos (Choi et al., 2020). As diarreias neonatais ocorrem nas primeiras
semanas de vida e sdo definidas pelo aumento da frequéncia e/ou volume de defecacdo. As diarreias
neonatais sdo reconhecidas pela complexidade de sua etiologia, relacionada aos mecanismos de
patogenicidade e evasdo do sistema imune utilizados pelos agentes causais, bem como as interacbes
entre ambiente, nutricdo e manejo, além de fatores fisioldgicos e imunoldgicos inerentes ao
hospedeiro. Por esse motivo, a diarreia é tida como uma doenga multifatorial (Morrison, 2019; Renaud
etal., 2021).

Os principais enteropatégenos envolvidos na sindrome diarreica de neonatos sdo rotavirus,
coronavirus, Salmonella spp., patotipos de Escherichia coli e Cryptosporidium spp., que podem ocasionar
episodios de diarreia por diferentes mecanismos (Naylor, 1999; Foster e Smith, 2009). No entanto, é
comum que mais de um agente esteja envolvido no mesmo episddio de diarreia e que esta ocorra por
associacdo dos mecanismos supracitados, isso gera uma interacdo complexa dos microrganismos
comensais com os invasores que levam a disbiose. A disbiose é o desequilibrio da microbiota que pode
ser primdria ou secundaria a diarreia, em virtude da a¢do dos microrganismos patogénicos, ou seja,
mesmo alteracdes como a hipo ou hipermotilidade podem por si sé favorecer a disbiose e o crescimento
de patdgenos (Fattinger et al., 2021).

Independentemente do agente causador e do mecanismo patogénico, a sintomatologia clinica
é semelhante para a maioria dos casos. De maneira geral, a diarreia pode ser leve a intensa, a depender
do grau de acometimento do bezerro e pode ser classificada em escores, de acordo com a consisténcia
das fezes (Larson et al., 1977; McGuirk, 2008). Os quadros graves de diarreia podem apresentar
complicacGes como hipertermia, associadas as infeccdes bacterianas, varidveis de desidratacdo, acidose
metabdlica e alteracdes eletroliticas, principalmente em relacdo a concentracdo plasmatica de sddio,

potdssio, cloro e bicarbonato. Todas essas alteracdes podem levar a depressdo, diminuicdo do reflexo
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de succdo, fraqueza, anorexia e, em casos graves, morte (Philips, 1985; Naylor 1999; Freitas, 2009 e
2013; Trefz et al., 2013).

Os tratamentos adotados comumente como protocolo nas propriedades visam combater a
infeccdo e inflamagao com a utilizagao de antimicrobianos e anti-inflamatdrios, desde o inicio do quadro
diarreico, muito embora isso ja tenha sido criticado a bastante tempo. A reposic¢do hidroeletrolitica, por
sua vez, embora seja aconselhada desde o inicio dos sinais clinicos, é utilizada erroneamente na rotina,
apenas em casos severos com prostracdo e progndstico ja desfavoravel (Freitas et al., 2009 e 2010).

A diarreia é responsavel por alta morbidade em bezerros de até trés semanas de idade, com
acometimento de até 90 a 100% dos animais nessa faixa etaria, e contribuem em 50% a 75% para as
mortes em bezerros neonatos (Langoni et al., 2004; Freitas, 2009; Alta Cria, 2019). Dessa forma, ja que
a sensibilidade de reconhecimento precoce da doenca pelo produtor é bastante baixa, cerca de 58%
(Foster e Smith, 2009), medidas preventivas devem ser utilizadas para limitar os fatores de risco que
desafiam e comprometem a salde e capacidade de resposta dos animais. O manejo é o fator que mais
influencia as taxas de mortalidade dos bezerros jovens (Radostits et al., 2007), e os fatores de risco
ambientais para a diarreia estdo associados, principalmente, com o grau de higiene das instalacGes e a
gualidade nutricional e microbioldgica da dieta ofertada.

A DRB, por sua vez, é um termo utilizado para contemplar um conjunto de doengas que podem
acometer o trato respiratério superior e inferior, e que sdo de dificil diagndstico especifico. A DRB é
mais frequente em bezerras entre a quarta e oitava semana de vida, sendo reportada incidéncia
nacional em torno de 23,4% na fase pré-desaleitamento (Azevedo et al., 2020). Dados globais
levantados pelo USDA reportam que as doencas respiratérias sdo responsaveis por 24% das mortes no
periodo de aleitamento e 58,9% em animais apods o desaleitamento (USDA, 2018). As doencas
associadas a DRB sdo de alta incidéncia na criacdo de bezerros e consideradas, juntamente com a
diarreia, as maiores causas de mortalidade em animais jovens (Azevedo et al., 2020; Ferraro et al,,
2021). Além disso, bezerros que apresentam diarreia possuem maior probabilidade de manifestarem
DRB.

As manifestacGes clinicas mais comuns sdo inapeténcia, anorexia, dispneia, tosse, corrimento
nasal e ocular, hipertermia, taquicardia, exacerbacdo e alteracdo dos ruidos respiratérios (Gomes et al.,
2021). Dentre os principais patdgenos encontrados estdo os virus como o Virus Respiratdrio Sincicial
Bovino, Virus da Parainfluenza Bovina, Herpesvirus, Rotavirus, Virus da Diarreia Viral Bovina, Adenovirus
Bovino e Coronavirus. As bactérias sdo responsaveis pelas infeccdes secundarias, sendo as principais a
Pasteurella multocida, Mannheimia haemolytica, Histophilus somnus, Actinomyces pyogenes e
Mycoplasma bovis (Fulton et al., 2004).

O controle é baseado no diagnéstico rapido, tratamento especifico do agente, identificacdo

dos fatores de risco e adogdo de boas praticas de manejo que reduzam o impacto desses fatores sobre
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a salde dos bezerros (Gorden e Plummer, 2010). Apds o nascimento, a ado¢do de medidas para reducdo
da ocorréncia de falha de transferéncia de imunidade passiva, cura de umbigo, controle e prevencdo de
comorbidades, manutencdo de ambiente limpo, seco e confortdvel, nutricdo, vacinacdo e mitigacdo do
estresse associado aos manejos sdo indispensaveis (Gorden e Plummer, 2010; Chase et al., 2008).

Na busca de desenvolver uma forma rdpida de deteccdo da DRB em fazendas que gere
maiores chances de cura, desenvolveu-se um escore de saude voltado ao trato respiratério. McGuirk
(2008) desenvolveu o Calf Health Scoring Criteria (CHSC), em que se avalia a temperatura retal, secregdo
nasal, secrecdo ocular, tosse com inducdo, e posicdo de cabeca e orelhas, os quais sdo pontuados de
zeroatrés, de acordo com a gravidade. Bezerros com a soma total dos parametros >4 sdo positivos para
DRB.

As lesBes pulmonares irreversiveis causadas pelas broncopneumonias promovem redugao do
ganho de peso didrio e diminuicdo da produtividade na primeira lactagdo, maior risco de ndo
sobreviverem até um ano de vida, além de causar aumento da idade ao primeiro parto e menor
producdo de leite (Gomes et al., 2021).

Dada a variedade de fatores de risco envolvidos, agentes, lesGes e sua localizagdo no sistema
respiratério, o diagndstico especifico é incerto e a doenca, multifatorial (Coutinho, 2004). Por esses
motivos, aspectos e caracteristicas inerentes a propriedade, aos animais e ao manejo precisam ser
analisados (Urban-Chmiel et al., 2012).

O tratamento das broncopneumonias (principal DRB) é baseado no uso de antimicrobianos e
anti-inflamatdrios ndo estereoidais. A escolha do antimicrobiano ndo deve ser feita de maneira
aleatdria, sendo importante levar em consideracdo o agente infeccioso, histérico e cronicidade da
doenca (Constable et al., 2017). Entretanto, ainda mais importante que reconhecer e tratar de forma
correta a doenga, se mostra muito mais vantajoso e econdmico prevenir para que ndo ocorram, ou
ocorram de forma mais branda, fazendo com que o controle seja mais eficaz (Foster e Smith, 2009).

Estratégias que auxiliem no desenvolvimento e melhorem o status de salude das bezerras sdo
importantes para reducdo da incidéncia de doencas e/ou recuperac¢do mais rapida. Procedimentos que
reduzem a suscetibilidade do animal a patdgenos e estressores, e ajudam a mudar essa via, podem
melhorar o desempenho e a produtividade futuros (Drackley, 2008). Neste contexto, o desenvolvimento
de estratégias individuais e de rebanho especificas, buscando minimizar os impactos econémicos

negativos sobre a criacdo das bezerras em curto e longo prazo sdo de extrema importancia.
2.2. Nutricdo no periodo de aleitamento

E possivel afirmar que a nutricio de bezerros ndo deve ter apenas por objetivo atingir as metas

de crescimento propostas pelo programa de alimentacdo, mas também de promover a salde e o bem-
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estar. Para que o sistema imune atue de forma eficaz no combate de infecgdes e processos inflamatérios
ele precisa de aporte adequado de nutrientes.

Segundo Drackley (2008) a exigéncia de energia metabolizavel para mantenca de um bezerro
de 45 kg de peso corporal é de 1,75 Mcal/d. Dessa forma, em um sistema de aleitamento convencional
(agora chamado de restrito pelo NASEM, 2021), quando se fornece o volume diario de 4L, por exemplo,
grande parte dos nutrientes sdo utilizados para mantenca e resta muito pouco para suprir ganho de
peso satisfatorio e ainda perdas adicionais, como o combate as doengas. De forma simplista, quando a
dieta ndo atende eficientemente o necessdrio para pleno funcionamento dos sistemas corporais, ela
pode estar diretamente relacionada a um novo fator de estresse que culmina no baixo desempenho e
maior susceptibilidade dos bezerros a patégenos.

Portanto, programas de aleitamento com maiores volumes de leite ou sucedaneo do leite
(pelo menos 20% do peso vivo ao nascimento), permitem que maior aporte de nutrientes seja
direcionado para crescimento, ganho de peso e atendimento de exigéncias do sistema imune. Dessa
forma, pode proporcionar reducdo nas taxas de morbidade e mortalidade, além de melhor
desempenho.

Além disso, diversos estudos tém demonstrado efeitos positivos duradouros da maior
ingestdao de nutrientes na fase de aleitamento, em especial nos primeiros 30 dias de idade, sobre a
saude e producdo de leite futuras (Gelsinger et al., 2016; Korst et al., 2017). Programas de aleitamento
de estratégia convencional, onde bezerros sdo alimentados com quantidade restrita (geralmente
volume fixo de 4L/d) de leite ou sucedaneo lacteo tém como principal justificativa o incentivo a maior
ingestdo de concentrado inicial antes do desaleitamento.

Estudos demonstram que bezerros alimentados com mais de 6L/d de dieta liquida consomem
significativamente menos concentrado inicial antes de iniciar o processo de desaleitamento (de Passillé
e Rushen, 2016; Benetton et al., 2019; Neave et al., 2019). de Passillé e Rushen (2016) relataram que os
bezerros que receberam 12 L/d de leite levaram em média 54 dias para consumir pelo menos 200 g/d
de racdo por 3 dias consecutivos.

Segundo Neave et al. (2019) bezerros aleitados com sucedaneo lacteo a vontade levaram pelo
menos 36 dias para consumirem 40g/d e 47 dias para consumirem 225g/d. No entanto, a baixa ingestdo
de concentrado ndo comprometeu o desempenho. O grande entrave, é que a ingestdo de concentrado
é responsavel pelo fornecimento de substrato necessdrio para o desenvolvimento ruminal e
manutencdo do desempenho pds-desaleitamento (Jlasper e Weary, 2002).

Por esse motivo, os programas de aleitamento intensivos devem estar associados a manejos
gue permitam alcancar essa maior ingestdao de concentrado. Isso vai garantir o desenvolvimento do

rimen e permitir melhor aproveitamento dos nutrientes da dieta liquida que auxiliam na melhora do
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guadro de saude dos bezerros, sem prejudicar o desempenho ou tornar esse bezerro mais susceptivel
a doencas apos o desaleitamento.

Algumas alternativas podem ser utilizadas para beneficiar o consumo de concentrado inicial
mesmo em programas de aleitamento intensivo, como a oferta de maiores volumes somente nas 4-6
primeiras semanas de vida, diferentes formas de aleitamento programado e/ou estratégias mais
graduais de desaleitamento visando promover salde e desempenho pré e pds-desaleitamento (de
Passillé et al., 2011; Rosenberger et al., 2017; Dennis et al., 2018).

O volume de dieta liquida oferecido por refeicdo, mudancgas no intervalo de alimentagao,
composicdo e temperatura da dieta liquida, uso de aditivos e comportamento dos tratadores podem
ser fatores estressantes e/ou capazes de alterar perfis hormonais, de esvaziamento gastrico e de
motilidade intestinal. Bezerros sauddveis sdo capazes de contornar essas pequenas mudangas, porém,
bezerros que ja acumulam outros desafios ambientais e individuais estdo mais susceptiveis ao
surgimento e agravamento de doencas, bem como ao baixo desempenho (Dennis et al., 2018).

Além da qualidade nutricional, a qualidade microbioldgica do leite ou sucedaneo do leite sdo
fundamentais para reduzir o seu impacto sobre a sadde dos bezerros. Segundo Aust et al. (2012) a
gualidade microbioldgica da dieta liquida fornecida estd intimamente ligada a ocorréncia de
enfermidades, como pneumonia e diarreia. No leite integral, o crescimento bacteriano causa
degradacdo de nutrientes e alteracdo da qualidade nutricional, o que interfere diretamente no
desempenho dos bezerros, haja vista que essa € a principal fonte de energia para o crescimento durante
essa fase (Todd et al., 2010; Khan et al., 2011).

A qualidade e constancia da dieta liquida ndo interfere apenas na salde e desempenho dos
bezerros, mas também no desenvolvimento da microbiota intestinal, responsavel por uma série de
funcdes metabdlicas e imunoldgicas (Gomez et al., 2017). As bactérias comensais do intestino protegem
contra invasdes de microrganismos patogénicos e ajudam a manter a integridade da barreira intestinal
(Fukuda et al., 2014; Bottacini et al., 2014).

A dieta liquida possui em sua composicdo oligossacarideos que selecionam uma microbiota
intestinal altamente adaptada, todavia esses importantes componentes tém concentracdo varidvel de
acordo com a dieta utilizada (Pacheco et al.,, 2015). Ao utilizar sucedaneos lacteos, o tipo e a
disponibilidade de nutrientes sdo diferentes daquela observada no leite, o que pode trazer grandes
impactos na colonizacdo do intestino do bezerro (Virginio Junior et al., 2021). Outro fator relacionado
ao sucedaneo que impacta na colonizagdo intestinal, é que a taxa de digestdo da matéria seca, tende a
ser menor em comparacao ao leite integral (Hill et al., 2010).

Os bezerros com menor diversidade microbiana, de acordo com avaliagdo em amostras fecais,

também estdo associados a maiores taxas de incidéncia de diarreia e pneumonia (Oikonomou et al,,
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2013). Esses achados sdo possiveis, pois o estabelecimento da microbiota do TGI, também estimula o
desenvolvimento do sistema imunoldgico (Haneda et al., 2012).

A dieta solida, por sua vez, ndo possui grande importancia nutricional nas primeiras semanas,
tendo em vista que seu consumo é bastante baixo. Porém, de qualquer forma, a utilizacdo de alimentos
concentrados a partir dos primeiros dias de vida tem por objetivo estimular o consumo precoce e
fornecer aos poucos, substrato para o desenvolvimento do epitélio ruminal e preparar o bezerro para
0 consumo exclusivo de sélidos apds o desaleitamento.

Nesta fase, recomenda-se uso de concentrados com, no minimo, 20% de proteina bruta
(NASEM, 2021). Porém, alguns estudos demonstram que bezerros que consomem concentrado com
maior teor proteico tendem a ter maior consumo (Akayezu et al., 1994; Whalin et al., 2021). Além disso,
programas de aleitamento intensivo exigem concentrado com mais teor de proteina bruta, pois a
exigéncia para o crescimento se torna maior ao passo que o bezerro consome mais energia através da
dieta liquida (Whalin et al., 2021). Assim, para animais em aleitamento intensivo, o NASEM (2021)
sugere concentrados com teores de proteina entre 22 e 25%. De acordo com Stamey et al. (2012) o
peso corporal vazio de bezerros alimentados com concentrado contendo 26% de proteina bruta foi
maior do que os de bezerros alimentados com 21,5% em sistema de aleitamento convencional.
Portanto, assume-se que niveis mais altos de proteina inicial podem ser uma estratégia para promover
o desenvolvimento do rumen, estimulando a ingestdo de concentrado inicial e maior crescimento
microbiano. Associado a isso, o consumo de concentrado proporciona maior disponibilidade de
nutrientes ao bezerro, principalmente a partir dos 30 dias de idade, quando seu consumo passa a ser
significativo e aumenta gradativamente até o desaleitamento (Baldwin et al., 2004).

Os ingredientes que compdem o concentrado devem ser palatdveis a fim de estimular o
consumo e ter adequada digestibilidade, geralmente concentrados iniciais de bezerros tem como
ingredientes principais farelo de soja e milho. Alimentar os bezerros com carboidratos prontamente
fermentaveis aumenta a producdo de dcidos graxos volateis no rimen, o que é necessdrio para
estimular o desenvolvimento do epitélio ruminal (Baldwin et al., 2004).

Elevadas concentracBes de amonia ruminal, acetato, propionato e butirato foram detectadas
em bezerros alimentados com dietas a base de milho e trigo em comparacdo com bezerros alimentados
com dietas a base de cevada e aveia (Bannink et al., 2008; Suarez et al., 2006). Além disso, o peso dos
pré-estdmagos e o crescimento das papilas foram maiores em bezerros alimentados com dietas a base
de milho e trigo (Khan et al., 2008). A espessura da mucosa foi maior em bezerros alimentados com
dietas a base de amido e pectina em comparacdo com bezerros em dietas a base de fibra em detergente
neutro (Lesmeister e Heinrichs et al., 2004).

Dessa forma, o fornecimento de volumosos pode ser feito a partir dos 30 dias de idade, com

objetivo de estimular mecanicamente o desenvolvimento ruminal. E importante que o consumo de
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volumoso seja limitado antes dos 2 meses de idade, com intuito de evitar efeito de enchimento ruminal
e diminuicdo do consumo de concentrado, maior responsavel pelo desenvolvimento ruminal (Lin et al.,
2020).

O desaleitamento representa momento critico para os bezerros, em funcdo da interrupcao do
fornecimento da dieta liquida, remanejamento dos individuos para grupos em ambiente desconhecido
(Hulbert et al., 2011). O estresse decorrente dessas transformacBes impacta significativamente a
atividade imunoldgica e torna esse periodo de grande risco para queda no desempenho e ocorréncia
de doencas, principalmente tristeza parasitaria bovina e pneumonia. Por esse motivo, quanto mais
gradual for essas mudancgas melhor é a adaptagdo dos bezerros.

Por fim, independente da dieta liquida e da racdo total, a dgua de beber é considerada um
nutriente fundamental para o desenvolvimento ruminal e sua microbiota, por isso, deve ser fornecida
desde o primeiro dia de idade (Broucek, 2020). O consumo de dgua até os 30 dias de idade pode ser
relativamente baixo, acompanhado pelo baixo consumo de alimentos sélidos por essa faixa etaria. Em
geral, o consumo aumenta gradativamente na medida que aumenta o consumo de alimento sélido.

No entanto, observa-se animais no dia do nascimento com consumo de agua superior a 1 kg
(Gottardo et al., 2002), dessa forma, dgua limpa deve ser fornecida a vontade em todas as fases de vida
do animal. Além da relevancia nutricional e participacdo no desenvolvimento ruminal, a ingestdo de
agua independente do fornecimento de dieta liquida torna-se nutriente importante diante da alta
incidéncia de diarreias em bezerros neonatais.

Nos ultimos anos, tem crescido o interesse na promogcdo da sadde animal por meios naturais,
geralmente relacionados a nutricdo, de prevencdo de doencas para reduzir a necessidade de
antimicrobianos e estabilizar a salde intestinal (Cardoso et al., 2016; Dai et al., 2021).

O aleitamento com dieta acidificada é comum desde a década de 80 (Bush e Nicholson, 1987).
No entanto, recentemente o interesse nesse manejo tem aumentado em alguns sistemas de produgdo
(Hill et al., 2013), gracas a melhoria relacionada as taxas de diarreia bem como a visivel necessidade,
principalmente do ponto de vista de saude, de alimentar bezerras com maiores volumes de leite
(Overvest et al., 2016), ja que a acidificacdo inibe o crescimento de patdgenos presentes na dieta e no
trato gastrointestinal.

O uso de aditivos alimentares também vem sendo uma importante estratégia na diminuicdo
da morbidade dos sistemas de criacdo, bem como uma alternativa natural ao uso de antimicrobianos
(Kertz et al., 2017; Renaud et al., 2019). A exemplo, estdo os dleos essenciais que demonstram ter
propriedades antimicrobianas (Bampidis et al., 2006). Alguns estudos tém demonstrado as vantagens
guanto a prevencao de doencas infecciosas, incluindo a diarreia (Bampidis et al., 2006; Kertz et al.,

2017).
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A preocupacdo do publico com o bem-estar animal tem aumentando constantemente (Costa
et al,, 2019), levando as partes interessadas a pensar de forma mais inovadora e eficiente de alimentar

e manejar bezerros.

2.3. Estratégias alimentares para reducdao de morbidade e aumento de desempenho

2.3.1. Acidificagdo da dieta

A acidificagdo da dieta liquida tem por finalidade a conservagdo quando ndo ha acesso a
refrigeracdo ou pasteurizacao; além disso, € uma alternativa quando o custo do sucedaneo lacteo estd
elevado, sendo ainda um estimulo para o produtor optar por programas de aleitamento que fornecem
maior quantidade de dieta liquida; e principalmente, reduzir a incidéncia e/ou a severidade da diarreia.
Isso porque, este processo é capaz de tornar nula ou reduzir drasticamente a proliferacdo bacteriana
por longos periodos (Coelho et al., 2020).

Segundo Todd et al. (2017), bezerros que consomem leite com elevada carga microbiana
tendem a apresentar maior risco de morbidade e mortalidade e menor desempenho na fase de cria do
gue bezerros alimentados com leite de qualidade superior (Todd et al., 2017). A acidificacdo é um
método preventivo para diminuir o uso de antimicrobianos, cujo uso excessivo para tratar, e até mesmo
prevenir diarreia, contribuiu para levar ao desenvolvimento de resisténcia a antibidticos na saude
humana e animal.

O leite acidificado é preparado pela adi¢cdo de acidos organicos ao leite como conservante,
sem a necessidade de refrigeracdo (Anderson, 2008). Os acidos sdo conhecidos como conservadores
eficazes para constituintes tanto da alimentacdo humana, quanto animal (Stewart et al., 2005; Foley e
Otterby, 1995). Eles diminuem o crescimento e a sobrevivéncia de bactérias patogénicas no leite
(Richard et al., 1988; Parker et al., 2016). Anderson (2013), em estudo com leite integral acidificado com
acido férmico, ndo registrou crescimento de coliformes, nem de Staphylococcus apds um tempo de
contato de 1h a pH 4,1. Anderson (2008) demonstrou que o armazenamento pode ser realizado por até
3 dias a depender da regido e suas condicGes climaticas. Ja Coelho et al. (2020) demonstraram que a
conservacdao por 12h foi possivel, inclusive, em localidades onde a temperatura ambiental é mais
elevada.

A acidificacdo é uma técnica que pode ser realizada na fazenda apenas seguindo a
recomendacdo de atingir o pH alvo de 4,0 a 4,5. O volume necessario de acido/L de leite para atingir
esse pH é varidvel de acordo com o acido utilizado e a composicdo nutricional da dieta liquida. A reducéo
do pH a uma faixa entre 4,0 - 4,5 inibe o crescimento das principais bactérias, leveduras e fungos,

associados a deterioracdo do leite e causadores de diarreia em bezerros (Anderson, 2008).
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A acidificagdo pode ser realizada com a inclusdo de diversos acidos organicos, mas o0s
principais presentes na literatura sdo o citrico (Anderson, 2008), latico (Coelho et al., 2020), férmico (Li
et al.,, 2019; Chen et al.,, 2020) e cloridrico (Zhang et al., 2017). As pesquisas apontam melhores
resultados para a utilizacdo do acido férmico (Todd et al., 2010; Todd et al.,, 2017; Chase, 2011;
Anderson, 2013; Glller et al., 2006).

O principal receio relacionado ao uso da dieta acidificada é a aceitabilidade dos bezerros. Pelos
dados da literatura é possivel observar que o fornecimento de leite acidificado & mais comum em
programas de aleitamento a vontade, e nesse tipo de aleitamento geralmente ocorre uma pequena
reducdo (1 a 2L) em comparagdo a bezerros que nédo recebem dieta acidificada (Guler et al., 2006; Todd
et al,, 2013; Todd et al., 2018). No estudo de Ribeiro et al. (2009), o consumo total ndo foi reduzido,
mas sim o volume de cada visita¢cdo ao aleitador automatico, sendo necessario mais visitacdes para
atingir o mesmo consumo final.

Ao trabalhar com dietas de volume mais restrito, Coelho et al. (2020) ndo observaram
diferenca de consumo para bezerros que consumiam dieta liquida correspondente a até 20% do peso
vivo ao nascimento. Por outro lado, os mesmos autores ao trabalharem com leite acidificado com acido
formico no mesmo volume de fornecimento, observaram uma pequena queda de consumo nas
primeiras semanas de vida em comparacdo ao leite ndo acidificado (Coelho et al., 2022). De forma geral,
o consumo ndo é afetado pela dieta liquida acidificada e o desempenho tende a ser similar ao observado
com o leite refrigerado ou pasteurizado (Deng et al., 2017; Coelho et al., 2020; Coelho et al., 2022). No
entanto, alguns autores encontraram melhora da eficiéncia alimentar em bezerros que consumiam
dieta acidificada, o que foi atribuido a diminuicdo da incidéncia de diarreia (Todd et al., 2017; Todd et
al., 2018 e Zheng et al., 2021).

A principal vantagem atribuida ao uso da dieta acidificada é, portanto, a reducdo da incidéncia
e melhora dos dados relacionados a diarreia nos bezerros. Segundo Fallon e Harte (1986), essa
caracteristica se da basicamente por dois meios: a ja citada reducdo da taxa de proliferacdo de
microrganismos patogénicos no leite durante sua estocagem; mas também pela acidificacdo do trato
digestério, que pode ser favoravel para processos de digestdo através da formacdo do codgulo
abomasal, e concomitante diminuicdo da taxa de multiplicacdo dos patdgenos no trato digestério
inferior. Todd (2013) encontrou menor pH fecal avaliando em diversas horas do dia em bezerros
consumindo sucedaneo acidificado, confirmando a acidificacdo do trato digestério.

A acidificacdo pode tornar o ambiente desfavordvel ao crescimento de bactérias patogénicas
sensiveis ao pH mais baixo e, além disso, modular a microbiota intestinal a ponto de favorecer o
crescimento de microrganismos benéficos, como Lactobacillus, Bifidobacterium e Faecalibacterium

(Deng et al., 2017), que irdo competir por substrato com os microrganismos patogénicos. Embora estes
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autores ndo tenham analisado o escore fecal, investigaram a expressdo de genes da mucosa intestinal
e sugeriram uma melhora nas condicdes gerais de saude.

Em geral, os estudos com leite acidificado tém mostrado resultados benéficos para a saude
dos bezerros, conforme demonstrado nos resultados de Virginio Junior et al. (2021) para a comunidade
bacteriana. O fornecimento de leite integral acidificado se mostrou uma alternativa para o periodo de
aleitamento, considerando a microbiota intestinal que foi bastante abundante quando comparada ao
substituto lacteo, mesmo que os bezerros tenham sido menos eficientes do que aqueles alimentados
com leite integral. Todd (2013) encontrou reducdo da frequéncia de diarreias e outras afecgdes,
concluindo que a acidificacdo diminuiu o desafio de doengas nos bezerros em aleitamento ad libitum.

Além disso, para Coelho et al. (2020), a acidificagdo do leite aumentou a idade para o primeiro
caso de diarreia quando comparado ao leite integral (15 vs. 9 dias). Yanar et al. (2006) também
encontraram resultados semelhantes ao acidificar o substituto do leite com acido férmico. Embora o
uso de acido férmico no processo de acidificacdo seja aceitdvel, Zou et al. (2017) observaram maiores
escores de inflamagdo no jejuno e ileo.

A alimentacdo com substitutos lacteos acidificados preveniu o rdpido crescimento de
organismos patogénicos no trato alimentar (Erickson et al., 1989; Todd et al., 2016). Portanto, alguns
resultados mostraram que a alimentacdo com leite ou sucedaneo acidificado melhorou o escore de
consisténcia fecal (Chen et al., 2020), diminuiu a proporc¢do de dias de diarreia (Yanar et al., 2006) e

reduziu a taxa de diarreia (Li et al., 2022).

2.3.2. Suplementac¢do com dleos essenciais

O uso de aditivos fitogénicos na producdo animal tém sido uma alternativa frequente ao uso
de antimicrobianos (Kertz et al., 2017; Renaud et al.,, 2019). A maioria dos aditivos naturais sdo
provenientes de algumas espécies de plantas e compreendem metabdlitos secundarios que foram
relatados anteriormente como benéficos para a salide humana ou animal.

Os oleos essenciais, principalmente, vém sendo amplamente estudados como aditivos
melhoradores de desempenho e imunomoduladores em bezerros. Os éleos essenciais demonstram ter
propriedades antiparasitarias e antimicrobianas (Bampidis et al., 2006), com efeitos positivos ja
descritos quanto a reducdo do crescimento de microrganismos patogénicos intestinais (Spanghero et
al., 2009), melhora de desempenho e menor ocorréncia de diarreia (Bampids et al., 2006; Soltan, 2009).

Resultados ja& foram demonstrados também quanto a contribuicdo para a prevencdo do
estresse oxidativo (Simitzis, 2017) e na melhora da resposta imune para alterar a atividade fagocitica

dos leucdcitos e inibir o sistema complemento (Pérez-Rosés et al., 2015). Segundo Calsamiglia et al.



26

(2007), os dleos essenciais funcionam de forma semelhante aos iondforos, um tipo de aditivo alimentar
antimicrobiano promotor de crescimento.

Na planta, os dleos essenciais exercem importantes funcBes para protecdo da planta,
principalmente por danos causados pela radiagao UV-B, microrganismos e herbivoros, dando-lhes sabor
e odor caracteristicos (Bosabalidis, 2002). Em termos quimicos, os éleos essenciais consistem em uma
mistura de metabdlitos secundarios, comumente formados por fenilpropandides e terpendides, entre
outros (Calsamiglia et al., 2007).

Um dos mecanismos mais importantes dos extratos de plantas, e mais explorados na
produgdo animal, é o de agcdo antimicrobiana, que tem origem basicamente na a¢do de seus metabdlitos
secundarios. Por esse motivo, um Unico extrato de planta pode ter uma infinidade de mecanismos de
acdo contra microrganismos, o que torna ainda mais dificultoso seu estudo e utilizagdo individual
(Chessa et al., 2013).

Os principais meios de acdo relacionados a esses metabdlitos incluem ruptura da membrana
celular, inibicdo enzimatica, privacdo de substrato e prevencdo da colonizagdo bacteriana, entre outros
(Wink, 2018). Além disso, a administracao de blends que permitem a inclusdo de diferentes metabdlitos
secundarios vegetais, que normalmente tém niveis de inclusdo diferentes produz efeitos sinérgicos, o
gue auxilia em vdrias respostas benéficas, como maior biodisponibilidade, eficiéncia aprimorada e
reducdo de efeitos indesejaveis e dosagem eficaz (Reddy et al., 2020).

Para o dleo essencial de eucalipto foram descritos modos de a¢do através de disturbios na
parede celular e na membrana (Lambert et al., 2001; Oussalah et al., 2006), o que pode levar a perda
significativa de ATP intracelular (Oussalah et al., 2006; Turgis et al., 2009), inducdo da sintese de
proteinas de choque térmico (Burt et al., 2007), perturbacdo do pH (Turgis et al., 2009; Oussalah et al.,
2006), e alteracdes intracitoplasmaticas (Becerril et al., 2007).

A menta (Mentha piperita L.; também conhecida como horteld) contém uma variedade de
compostos que sao classificados como éleo essencial de horteld-pimenta e componentes ndo essenciais
(Kamatou et al., 2013). O dleo essencial de horteld-pimenta é composto principalmente de mentol,
mentona, neomentol e iso-mentona (Radivojac et al., 2021). O cristal de mentol é obtido da extracdo
do composto de mesmo nome, e passa por diversos processos como aquecimento, filtragem,
desidratacdo e congelamento, para que haja cristalizacdo. E o mentol o principal responsavel pelo
aroma caracteristico da horteld (Messaoudi et al., 2021).

Os extratos de horteld sdo amplamente descritos quanto a protecdo do sistema
gastrointestinal e respiratério. O efeito gastroprotetor do mentol se da através da atividade anti-
inflamatdria atribuida principalmente a secrecdo de muco, que estd relacionada a producdo de

prostaglandina E2 (PGE2) e ativacdo do canal K+-ATP e efeito antissecretor (Rozza et al., 2013). O extrato
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de horteld-pimenta também inibe a contracdo muscular induzida por carbacol envolvendo ganglios
autonomicos, e tem efeitos anti-inflamatdérios e analgésicos, especialmente em doencas respiratorias
(Sousa et al., 2010).

Evidéncias crescentes demonstram que o 6leo essencial de horteld-pimenta (OEP) possui
poderosa atividade antimicrobiana (Zouari-Bouassida et al., 2018). O OEP exibe efeitos inibitérios sobre
as bactérias patogénicas Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis, Bacillus subtilis, Escherichia coli
e Pseudomonas aeruginosa (Metin et al., 2021; Valkova et al., 2021).

Evidéncias estabeleceram que o OEP pode suprimir pneumonia por Streptococcus, Salmonella
enteritidis e Salmonella typhi (Mimica-Dukic e Bozin, 2008). O mentol demonstrou atividade contra
patégenos Gram-negativos (Bouyahya et al., 2017). Além disso, essas substancias podem atuar em
sinergia com outros agentes para produzir efeitos antimicrobianos contra microrganismos Gram-
positivos e Gram-negativos (Al-Mariri et al., 2012).

As infecc¢des virais possuem grande importancia na sadde de bezerros, principalmente quanto
a saude do trato respiratdrio. Numerosos metabdlitos secunddrios de plantas, como 6leos essenciais,
flavonodides, saponinas, taninos, alcaldides, ligninas, terpenos e acidos fendlicos, expressam atividade
antiviral significativa contra diferentes virus (Jassim e Naji, 2003; Chiang et al., 2003). O éleo essencial
de Eucalyptus camaldulensis, por exemplo, reduziu a multiplicacdo de rotavirus e herpervirus, mas nao
teve efeito na multiplicacdo de adenovirus (El-Baz et al., 2015).

O modo de acdo antiviral permanece pouco compreendido, mas alguns fatores devem ser
levados em consideracdo, o principal deles é se o virus é envelopado ou ndo, pois o efeito antiviral
observado costuma ser maior para virus envelopados (Yamada et al., 2009; Siddiqui et al., 1996). Na
maioria dos estudos que tratam do modo de acdo antiviral, o foco tem sido na inibicdo da absorc¢do viral
as células hospedeiras ou no exame da eficacia dos antimicrobianos vegetais contra a multiplicacdo
intracelular do virus (Gilling et al., 2014).

Embora o nimero de estudos que tratam dos mecanismos de a¢do dos éleos essenciais esteja
aumentando, ainda hd muitas questdes a serem respondidas antes que o mecanismo preciso seja
revelado. Esta € ao mesmo tempo uma das principais limitagcdes para os dleos essenciais, ao passo que
amplia sua utilizacdo como antimicrobianos (Zhao et al., 2022).

Na producdo animal, os extratos de plantas podem influenciar o desenvolvimento do trato
gastrointestinal, a atividade microbiolégica ruminal, melhorar a eficiéncia alimentar e diminuir as
principais doencas neonatais (Benchaar et al., 2008; Cobellis et al., 2016). Estudos focados na acdo dos
6leos essenciais como promotores de crescimento para suinos e aves mostram efeitos positivos da
suplementacdo, geralmente associados a efeitos no trato gastrointestinal (Stamilla et al., 2020; Zhai et

al., 2020).
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Nessas espécies, a suplementacdo com dleo essencial aumentou a digestibilidade, melhorou
atividade de enzimas pancreaticas, alterou a microbiota, impactou a absor¢cdo de aminodacidos nos
intestinos e, consequentemente, a taxa de conversdo alimentar (El-Hack et al., 2020). A suplementacdo
também aumenta os niveis de imunoglobulinas e a resposta imune (Carrubba et al., 2020), diminui os
patogenos especificos nas fezes (Ebani et al., 2019; Gémez-Garcia et al., 2019) e apresenta um efeito
antioxidante (Puvaca et al., 2019).

No entanto, existem dados inconsistentes entre outras espécies, provavelmente explicado
pela complexidade das moléculas dos 6leos essenciais e as diferengas entre os muitos tipos de TGl
(Stevanovic¢ et al., 2018). Estudos anteriores mostraram que a suplementacdo de éleos essenciais no
concentrado inicial de bezerros melhora o desempenho (Jeshari et al., 2016; Liu et al., 2020) e diminui
a gravidade da diarreia (Katsoulos et al., 2017).

Os efeitos da suplementacdo na dieta liquida sdo escassos e ndo demonstram consisténcia.
Isto é provavelmente devido a variagdes na dosagem e o perfil quimico e concentra¢des dos compostos
bioativos nos extratos de plantas, bem como diferentes composi¢cSes de dieta e estratégias de manejo
animal (Froehlich et al., 2017; Scharen et al., 2017).

Bezerros suplementados com blend de 6leos essenciais (6leo de eucalipto, cristal de mentol,
6leo de menta; os mesmos 6leos utilizados em nosso estudo) no sucedaneo do leite demonstraram
aumento no desempenho, melhor saude geral, bem como reducdo do uso de antibidticos antes do
desaleitamento (Soltan, 2009). A suplementacdo deste blend na dosagem de 94 mg/d no sucedaneo
reduziu o consumo de matéria seca, melhorou a eficiéncia alimentar, aumentou as concentra¢des de
proteina total e albumina no soro sanguineo, diminuiu os dias com diarreia e melhorou o escore de
saude. O autor manteve a suplementacdo apds o desaleitamento na agua de beber (15,6 mg de OE/L)
e apontou melhora no desempenho dos bezerros nessa fase com maior ganho de peso didrio e melhora
da eficiéncia alimentar (Soltan, 2009).

No entanto, Santos et al. (2015) relataram que 6leos essenciais (uma mistura de carvacrol,
cineol, cinamaldeido e éleo de pimenta) em sucedaneos do leite (400 mg/kg de sucedaneo do leite) ou
suplementados em uma combinacdo de sucedaneos do leite (200 mg/kg) e concentrado inicial (200
mg/kg) ndo teve efeito sobre o desempenho, escore fecal e microbiota intestinal de bezerros leiteiros.

De acordo com Seifzadeh et al. (2017), a adicdo de blend a base de 7 extrativos de plantas,
dentre eles menta e eucalipto, aumentou o GMD, o consumo de concentrado inicial e a concentracdo
sérica de BHB em bezerros leiteiros. Com base nos dados da literatura, € possivel certificar que além do
método de suplementacdo (na dieta liquida ou sdlida), o tipo de planta da qual o extrato é obtido

também afeta os resultados.
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Além disso, se houver aquecimento do extrato durante a preparacdo do concentrado e o
maior contato com o ambiente, pode haver oxidacdo, evaporacdo ou conversao de compostos
secundarios de dleos essenciais (OE) (Turek e Stintzing, 2013). Portanto, a suplementacdo de OE através
dieta liquida pode maximizar a conservacao da qualidade e seus efeitos esperados (Kaba et al., 2018).

Entretanto, os estudos ainda sdo bastante recentes, quando comparados a outros aditivos
como os probidticos, por exemplo (Gheisar e Kim, 2018). Além disso, a grande variedade de éleos
essenciais existente pode tornar dificil a consolidagdo desses produtos como eficientes na mitigacdo de
problemas sanitarios durante a fase de cria. Por esse motivo, sdo comercializados geralmente na forma
de blends, ou seja, varios extratos na mesma composi¢do. Assim, sdo necessarios ainda mais estudos

para entender suas diferentes formas de agdo e possibilidades na criagdo de bezerros.
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3. ESTUDO COMPARATIVO DE DIFERENTES DIETAS LIQUIDAS PARA BEZERROS LEITEIROS E SEU
IMPACTO NO DESEMPENHO E COMUNIDADE MICROBIANA DURANTE EPISODIOS DE DIARREIA

Resumo

A composicdo da dieta liquida pode afetar o desempenho de bezerros leiteiros e
a incidéncia de diarreia. Foi avaliado o efeito de trés dietas liquidas no desempenho,
incidéncia de diarreia durante o periodo de aleitamento e a comunidade microbiana
durante a ocorréncia de diarreia em bezerros leiteiros. Ao nascimento, 35 bezerros
leiteiros (20 machos e 15 fémeas) foram blocados de acordo com sexo e peso ao nascer e
aleatoriamente designados para um dos trés tratamentos — leite integral refrigerado (LI),
leite integral acidificado (LA) e substituto lacteo (SL). Ingestdo, escore fecal e temperatura
retal foram avaliados diariamente, enquanto desempenho e parametros sanguineos foram
avaliados semanalmente durante o periodo de aleitamento. Amostras fecais de bezerros
diarreicos foram coletadas e uma amostra inicial e uma final para cada episddio foram
selecionadas. A comunidade bacteriana foi avaliada através do sequenciamento da regido
V3-V4 do gene 16S rRNA na plataforma lllumina MiSeq e analisada usando o pipeline
DADA2. Bezerros alimentados com LI apresentaram maior peso corporal ao
desaleitamento, ganho médio didrio, medidas corporais e concentracdao de metabdlitos
sanguineos. Os bezerros alimentados com LA apresentaram menor temperatura retal e
dias com febre. Além disso, os bezerros alimentados com SL apresentaram menor
concentragdo de beta-hidroxibutirato e maior incidéncia de diarreia. A comunidade
bacteriana fecal de bezerros com diarreia apresentou dissimilaridade entre o LA e os
demais tratamentos. Em nivel composicional, observou-se maior abundancia dos géneros
Fusobacterium e Ruminococcus (LA), Prevotella (LI) e Lactobacillus (SL). Nas fezes dos
bezerros diarréicos LA e SL, também observou-se a presenca de alguns géneros bacterianos
benéficos. O desempenho e a incidéncia de diarreia de bezerros leiteiros foram
influenciados pela dieta liquida consumida e pela composicdo bacteriana durante o
episodio de diarreia.

Palavras-chave: Leite acidificado, Substituto lacteo, Diarreia, Microbioma

Abstract

The liquid diet composition can affect dairy calves' performance and diarrhea
incidence. The effect of three liquid diets on performance, incidence of diarrhea, and
microbial community during diarrhea occurrence in dairy calves were evaluated. At birth,
35 dairy calves (20 male and 15 female) were randomly assigned to one of three treatments
— refrigerated whole milk (WM), acidified whole milk (AWM), and milk replacer (MR).
Intake, fecal score, and rectal temperature were evaluated daily, and performance and
blood parameters were evaluated weekly during the preweaning period. Fecal samples
from diarrheic calves were collected, and one initial and one final sample for each episode
were selected. The bacterial community was assessed through sequencing of the V3-V4
region of the 165 rRNA gene on the lllumina MiSeq platform and analyzed using the DADA2
pipeline. Calves fed WM had higher body weight at weaning, average daily gain, body
measurements, and concentration of blood metabolites. The AWM-fed calves had lower
rectal temperature and fever days. Moreover, the MR-fed calves had lower beta-
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hydroxybutyrate concentration and a higher incidence of diarrhea. The fecal bacterial
community of diarrheic calves showed dissimilarity among the AWM and the other
treatments. At the compositional level, we observed a higher abundance of Fusobacterium
and Ruminococcus genera (AWM), Prevotella (WM), and Lactobacillus (MR). In the feces
of the AWM and MR diarrheic calves, we also observed the presence of some beneficial
bacterial genera. The performance and incidence of diarrhea of dairy calves were
influenced by the liquid diet consumed and the bacterial composition of diarrhea.

Keywords: Acidified milk, Milk replacer, Diarrhea, Microbiome

3.1. Introducdo

O periodo de aleitamento dos bezerros geralmente varia de 60 a 90 dias e, na maioria das
vezes, sdo desaleitados aos 90 dias de idade (Virginio Junior et al., 2021). Assim, a dieta liquida fornecida
desempenha um papel importante, pois fornece os principais nutrientes para o desenvolvimento do
bezerro e substrato para o crescimento microbiano (Virginio Junior e Bittar, 2021).

O leite integral e o sucedaneo do leite sdo as principais dietas liquidas utilizadas em muitos
paises (Vasseur et al., 2010; USDA, 2014; Santos e Bittar, 2015). O leite integral é uma opcdo de alta
gualidade, mas com consideravel oscilagdo de nutrientes, associada a maiores custos; os substitutos do
leite, por sua vez, podem ser uma alternativa mais constante, o que pode facilitar o manejo, mas pode
representar um desafio para a salde intestinal e desempenho de bezerros jovens de acordo com sua
formulacdo (Glosson et al., 2015; Bittar et al., 2018).

Além disso, a maturidade do trato gastrointestinal e a digestdo intestinal determinam a
digestibilidade e a utilizacdo de nutrientes pelo bezerro. No entanto, a digestibilidade pode ser afetada
tanto pela qualidade nutricional quanto microbioldgica (Bittar et al., 2018). A qualidade microbiolégica,
em particular, é muitas vezes negligenciada. Assim, bezerros recém-nascidos podem ser expostos
diariamente a patdgenos pela ingestdo da dieta, o que pode levar a doengas infecciosas, endotoxinas
perigosas e disturbios intestinais (Deng et al., 2017).

A diarreia neonatal em bezerros é um disturbio intestinal que causa muitas perdas econémicas
aos produtores de leite devido a mortalidade e morbidade, elevando os custos veterindrios e reduzindo
o desempenho. Assim, had necessidade iminente de estabelecer estratégias para influenciar
positivamente a composicdo e o equilibrio da microbiota intestinal, o que pode reduzir a ocorréncia e
gravidade da diarreia e melhorar a salde e o desempenho geral dos bezerros. O processo de acidificacdo
da dieta liquida é uma alternativa interessante para solucionar este problema. Previne o crescimento
de vérios microrganismos patogénicos, diminui problemas digestivos e diarreicos, melhora o

desempenho, melhora a composicdo bacteriana intestinal e aumenta a populacdo de microrganismos
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benéficos como Bifidobacterium e Lactobacillus (Virginio Junior et al., 2021; Todd et al., 2017; Coelho
et al,, 2020; Zou et al., 2017).

A maior incidéncia de diarreia nas primeiras semanas de vida pode afetar a homeostase dos
ecossistemas microbianos intestinais (Virginio Junior et al., 2021). A microbiota tem demonstrado ser
peca central para a manutencdo da boa salde e das principais fungdes dos organismos animais,
especialmente do trato gastrointestinal (Virginio Junior e Bittar, 2021; Khalil et al., 2022) . Slanzon et al.
(2022) observaram que bezerros com diarreia e deprimidos apresentaram maior abundéancia relativa de
Streptococcus gallolyticus e Escherichia coli, e bezerros com diarreia, tanto ativos quanto deprimidos,
tiveram menor abundancia relativa de Bifidobacterium longum em comparacdo com bezerros
saudaveis. Gomes et al. (2021) também atribuiram a maior populagdo de Bifidobacterium no
microbioma fecal a bezerros mais saudaveis.

Portanto, este estudo teve como objetivo comparar o desempenho, a incidéncia de diarreia e
os parametros metabdlicos de bezerros da raca Holandesa alimentados com diferentes dietas liquidas
(leite integral, leite integral acidificado ou sucedaneo do leite). O segundo objetivo deste estudo foi
comparar o efeito das diferentes dietas liquidas sobre a comunidade bacteriana fecal desses bezerros
durante a ocorréncia de diarreia. Nossa hipdtese é que essas diferencas estdo associadas a composicao
da dieta liquida; além disso, acreditamos que a acidificacdo do leite pode beneficiar o desempenho dos

bezerros por efeitos gastrointestinais, conforme relatado anteriormente.

3.2. Material e Métodos

3.2.1. Animais, delineamento experimental e tratamentos

Todos os procedimentos com bezerros foram aprovados de acordo com os protocolos
aprovados pela Escola Superior de Agricultura 'Luiz de Queiroz' da Universidade de Sao Paulo, Brasil.
Todos os procedimentos experimentais foram aprovados seguindo a ética pelo Comité Institucional de
Cuidado e Uso de Animais da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, Universidade de Sdo Paulo,
Brasil (Protocolo n2 2018.5.586.11.7). Confirmamos que este estudo foi realizado em conformidade
com as diretrizes de Pesquisa em Animais: Relatérios de Experimentos In Vivo (ARRIVE).

O presente estudo foi realizado no Bezerreiro Experimental da Escola Superior de Agricultura
'Luiz de Queiroz', Universidade de S3o Paulo, Brasil, de fevereiro a maio de 2019. Durante este periodo,
a temperatura médiafoide 23,2+ 1,7°C, max 29,6 £ 1,3 °Ce min 17,1 + 2,3 °C e umidade relativa média

de 78,5%.



45

Trinta e cinco bezerros recém-nascidos da raca Holandesa (20 machos: 32,84 + 2,4 kg; e 15
fémeas: 28,22 + 1,6 kg; média + DP) foram utilizados no delineamento de blocos completos
casualizados. Os bezerros foram blocados de acordo com sexo, data de nascimento e peso ao nascer.
Os bezerros eram provenientes da fazenda leiteira da universidade e de uma fazenda comercial
proxima, e foram transportados para o bezerreiro experimental imediatamente apds o nascimento.

Todos os bezerros foram alimentados com 10% do peso ao nascer de colostro de alta
qualidade (> 50 g IgG/L) nas primeiras 6 h de vida (Godden et al., 2008). A transferéncia passiva foi
avaliada 48 h apds a colostragem. A proteina sérica média (TSP) foi de 6,0 g/dL, sugerindo uma
adequada transferéncia imune passiva (Godden et al., 2019).

Os bezerros foram alimentados com 6 L/d de dieta liquida fornecida em baldes abertos
divididos em 2 refei¢des (7h00 e 17h00), de acordo com os tratamentos: 1) leite integral refrigerado (LI;
n = 12); 2) leite acidificado (LA; pH 4,5; n = 10); ou 3) substituto de leite comercial (SL; n = 13). O leite
integral era coletado a cada dois dias na sala de ordenha, sendo uma metade refrigerado a 5°C e a outra
metade acidificada até pH 4,5. O processo de acidificagdo foi feito de acordo com Coelho et al. (2020).
O leite foi acidificado com adicdo de dcido férmico (dcido férmico 85%, Dindamica Quimica
Contemporanea Ltda, SP, Brasil) pelo menos 12h antes do aleitamento e mantido em temperatura
ambiente.

O substituto lacteo (SL; Sprayfo Azul, Sloten do Brasil Ltda, SP, Brasil; Tabela 1) foi diluido a
14% de sélidos em dgua potavel. A composicdo média do leite foi: 3,8% gordura, 3,3% proteina, 4,4%
lactose, 12,6% sdlidos totais e contagem de células somaticas (CCS) de 340.000 células/mL. Todas as
dietas liquidas foram aquecidas a 38 — 40-C antes da alimentacdo e fornecidas a partir de 2 dias de vida
até o desaleitamento (56 d). Todos os bezerros foram desaleitados gradualmente aos 52 dias de idade,

reduzindo a oferta de dieta liquida em 1 litro por dia até o desaleitamento completo aos 56 dias.

3.2.2. Instalagdes e consumo

Os bezerros foram alojados em gaiolas suspensas individuais (113 x 140 cm) com camas de
serragem em um galpao ventilado durante os primeiros 14 dias. No dia 15, os bezerros foram realocados
para um abrigo de madeira individual ao ar livre (1,35 m de altura, 1 m de largura e 1,45 m de
profundidade) e contido por coleira e corrente (2 m de comprimento), permitindo uma area adequada
para caminhada, mas sem contato fisico com outros bezerros. Os bezerros tiveram livre acesso a dgua
e concentrado inicial comercial (Racdo Bezerra Ag Milk Agroceres Multimix Nutricdo Animal Ltda., Rio
Claro, SP, Brasil; Tabela 1). O concentrado inicial foi fornecido antes do aleitamento matinal e ficou

disponivel até o dia seguinte, quando as sobras foram pesadas para mensurac¢édo do consumo diario.
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Tabela 1. Composicdo quimica do concentrado inicial e substituto lacteo.

Concentrado inicial Substituto lacteo?
Matéria seca, g 900,9 964,8
————————————————————— g/kg MS------mmmmmmmm e
Cinzas 73,0 87,2
Proteina bruta 232,2 229,0
Extrato etéreo 29,6 187,8
FDN?3 168,6 11,3
CNF* 510,2 510,4

1Racdo Bezerra Ag Milk Agroceres Multimix Nutricdo Animal Ltda., Rio Claro, SP, Brasil; 2Sprayfo Azul,
Sloten from Brazil Ltda, SP, Brasil: 25.000 Ul Vit A, 5.000 Ul Vit D3, 336 Ul/kg Vit E, 300 mcg/kg Se, 10
mg/kg Cu e 90 mg/kg of Fe); 3FDN, Fibra em detergente neutro; “CNF, Carboidrato ndo fibroso

3.2.3. Amostragem e analises laboratoriais

As amostras de concentrado inicial e substituto de leite foram coletadas mensalmente para
determinacdo da composicdo quimica da dieta ofertada. As amostras foram secas (MA035, Marconi,
Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil) a 55°C por 72 h e moidas em moinho de peneira Wiley de 1 mm (Marconi).
A MS foi determinada por secagem das amostras em estufa a 105°C por 24 h (método AOAC 925,40) e
cinzas por incineracdo das amostras em forno mufla a 550°C por 4h (método AOAC 942,05). A andlise
de fibra em detergente neutro (FDN) foi realizada utilizando um analisador de fibra Ankom 2000 (Ankom
Tech. Corp., Fairport, NY), a-amilase estdvel ao calor e sulfito de sddio foram incluidos na analise de FDN
(Van Soest et al., 1991). A concentracdo total de nitrogénio foi determinada usando o equipamento
Leco TruMac N (Leco Corporation, St. Joseph, Ml; método AOAC 968.06) e a proteina bruta (PB) foi
calculada multiplicando o nitrogénio total por 6,25. A concentracdo de extrato etéreo (EE) foi
determinada usando éter de petréleo (método AOAC 920.39). A concentracdo de CNF das dietas foi
estimada de acordo com a seguinte equacgdo: CNF (%) = 100% - (% FDN + % PB + % gordura + % cinzas),
segundo Mertens (1997). Amostras de leite a granel foram coletadas quinzenalmente durante todo o
periodo do experimento para andlise de sélidos totais (ST) por espectroscopia de infravermelho com
transformador de Fourier (Lefier et al., 1996) e contagem de células somaticas (CCS) por citometria de
fluxo (Clinica do Leite, Piracicaba, Brasil). A composicdo média do leite integral foi de 3,84% de gordura,
3,29% de proteina, 4,44% de lactose; 12,57% de % de sélidos totais e 326 x 103/mL de contagem de
células somaticas (CCS). A composicdo do concentrado inicial e substituto comercial estdo descritos na

Tabela 1.
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3.2.4. Medidas corporais e parametros sanguineos

Os bezerros foram pesados ao nascimento e semanalmente até a oitava semana de idade em
balanga mecénica (ICS-300, Coimma Ltda., Dracena, SP, Brasil), sempre antes do aleitamento matinal.
As medidas corporais também foram registradas semanalmente. A altura da cernelha e a largura de
garupa foram medidas com o auxilio de uma régua com escala em centimetros (Carci, Sdo Paulo, SP,
Brasil), e para o perimetro toracico foi utilizada uma fita métrica com escala também em centimetros
(Bovitec, Sdo Paulo, SP, Brasil).

Amostras de sangue foram obtidas semanalmente por puncdo venosa da veia jugular, sempre
2h apds a alimentacdo matinal. As amostras foram coletadas em trés tubos (Vacuette do Brasil,
Campinas, SP, Brasil) contendo fluoreto de sddio como antiglicolitico e EDTA de potdssio como
anticoagulante para obtencdo de plasma, K3 EDTA para obtencdo de plasma, ou ativador de coagulo
para obtencdo de soro. Os tubos foram imediatamente colocados em gelo e transportados para o
laboratério.

Uma aliquota de sangue do tubo K3 EDTA foi utilizada para o hematdcrito capilar utilizando uma
centrifuga de microhematdcrito a 2.000 x g por 10 min (modelo SPIN 1000, Microspin, Sdo Paulo, Brasil).
As amostras foram centrifugadas a 2.000 x g por 15 min a 4°C para separar o soro e o plasma e entdo
armazenadas a -10°C para andlise subsequente. Os indicadores metabdlicos foram determinados no
Sistema Automatico de Bioquimica (SBA-200, CELM, Barueri, SP, Brasil). Kits enzimdticos comerciais
especificos (Labtest Diagndstica S.A., Lagoa Santa, MG, Brasil) foram utilizados para analisar glicose
plasmatica (ref. 85), proteina sérica total (ref. 99) e lactato (ref. 116). A determinacdo do acido beta-
hidroxibutirico (BHBA) foi realizada utilizando o kit de enzimas RANBUT (Ref.: RB1007; RANDOX

Laboratories - Life Sciences Ltd., Crumlin, UK).

3.2.5. Escore fecal e pH

O escore fecal foi monitorado diariamente quanto a fluidez das fezes: (0) regular e firme; (1)
macio; (2) aquoso; (3) fluido, conforme Calf Health Scoring Criteria, publicado anteriormente pela
Universidade de Wisconsin (Madison) por McGuirk (2008). O episddio de diarreia foi considerado
guando os bezerros apresentaram escore fecal = 2 por mais de um dia consecutivo (Renaud et al., 2020).
A taxa de diarreia foi calculado de acordo com a formula adaptada de Li et al. (2019), Taxa de diarreia =

(dias com diarreia + dias avaliados) x 100.
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Os bezerros com pontuagdo = 2 receberam uma solucdo de reidratacdo oral (1 g de cloreto de
potdssio, 80 g de dextrose, 4 g de bicarbonato de sédio e 5 g de cloreto de sédio por litro de dgua morna)
as 11h em volume equivalente a 8% do peso vivo. A temperatura retal dos bezerros foi aferida
diariamente com termdmetro digital, sendo considerada febre quando os bezerros apresentavam mais
de 39,4°C. Os problemas de salde foram monitorados e tratados de acordo com as recomendacdes
veterinarias. O pH fecal foi medido semanalmente, 2h apds o aleitamento da manh3, utilizando-se 4g
de fezes adicionados a 4 mL de 4gua deionizada, utilizando-se pHmetro digital de bancada (modelo tec-

5, Tecnal Ltda.), conforme Channon et al. (2004).

3.2.6. Avaliagao da comunidade de bactérias fecais em bezerros com diarreia

3.2.6.1. Amostras de diarreia fecal

Amostras fecais foram coletadas de bezerros que apresentaram escore fecal > 2 (caso positivo
para episédio de diarreia) por dois dias consecutivos. Assim, iniciou-se a coleta no segundo dia de
diarreia, sendo repetida diariamente até as fezes apresentarem escore normal (< 1). Em seguida, o
episodio foi delimitado por pelo menos dois dias de escore fecal zero. Em média, os bezerros
comecaram a ter diarreia no dia 14,5.

As amostras foram coletadas manualmente com luva diretamente da ampola retal, e as luvas
foram descartadas a cada coleta para evitar contaminacdo cruzada entre as amostras. Caso nenhum
material fosse coletado no momento da coleta, aquele dia de coleta ndo era considerado, mas
continuava no dia seguinte caso o escore permanecesse > 2. Cerca de 2g de fezes foram obtidas em
cada coleta e colocadas em tubos estéreis e imediatamente congeladas a -20- C.

Umtotal de 117 amostras foram coletadas de 27 bezerros durante todo o periodo experimental.
Para analisar a comunidade bacteriana fecal de bezerros com diarreia, selecionou-se aleatoriamente
amostras de quatro por tratamento. Selecionou-se animais com pelo menos dois episédios de diarreia.
Uma excecdo foi feita para o grupo LA, pois apenas trés animais atenderam aos critérios de selecdo. O
guarto animal para este tratamento foi selecionado por apresentar maior periodo de diarreia (6 dias).

Apds a selecdo dos animais, foram selecionadas amostras especificas de cada episddio diarreico.
Para os animais com maior duracdo de diarreia (> 3 dias), selecionou-se uma amostra do dia inicial e
uma amostra do dia final do episédio coletado. Para bezerros que apresentaram diarreia por < 3 dias,
apenas amostras do dia inicial do episddio foram selecionadas. No total, foram selecionadas 42

amostras para analisar a comunidade bacteriana diarreica fecal. Em média de idade, as amostras de
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diarreia foram coletadas nos dias 13,16 e 22,17, respectivamente para inicio e término do primeiro

episddio, e nos dias 24, 36 e 34, respectivamente, para inicio e término no segundo episédio.

3.2.6.2. Extragcdo de DNA, preparacao da biblioteca e sequenciamento

A extracdao de DNA de amostras fecais foi realizada com o kit de extracdo QlAamp® Fast DNA
Stool Minikit (Qiagen, Hilden, Alemanha), seguindo o protocolo do fabricante e as modificacdes
sugeridas por Yu e Morrison (2004).

As bibliotecas foram preparadas seguindo as recomendac¢des da Illumina e descritas no estudo
de Virginio Junior et al. (2021). Os primers utilizados para amplificagdo locus-especifica de bactérias
flanqueiam a regido V3-V4. As sequéncias de adaptadores Illumina, que foram hibridizadas com as
sequéncias imobilizadas na lamina de sequenciamento sdo: 16S Amplicon PCR Forward Primer: 5'
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG; 16S Amplicon PCR Reverse
Primer: 5' GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC. 0
sequenciamento foi realizado no sistema Illumina Miseq (Illumina, San Diego, CA, EUA) e as leituras

produzidas foram 2 x 250 bp.

3.2.6.3. Processamento de sequéncias de rRNA 16S

Os dados de sequenciamento do gene 16S rRNA foram analisados usando o QIIME2 versao
2019.10. Primeiramente, as sequéncias paired-end foram mescladas usando o método PEAR (Zhang et
al., 2014), as sequéncias foram demultiplexadas e o controle de qualidade foi realizado com o DADA2
(Callahan et al., 2016), utilizando 0 método de consenso para remover quaisquer sequéncias quiméricas
e de baixa qualidade restantes. Apds a filtragem, aproximadamente 2,47 milhGes de leituras de alta
gualidade (em média, ~60.000 leituras por amostra). Em seguida, as amostras foram rarefeitas para
21.700 sequéncias, seguindo o numero da amostra mais baixa, e os singletons e doubletons foram
removidos. A classificacdo taxondmica foi realizada com 97% de similaridade utilizando o banco de
dados Silva v.132 (Quast et al.,, 2012), e a matriz gerada foi posteriormente utilizada para analises

estatisticas.
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3.2.7. Andlises estatisticas

3.2.7.1. Andlise dos dados de desempenho, satiide e metabolismo

O delineamento experimental foi em blocos casualizados e os bezerros foram alocados em
blocos de acordo com o peso ao nascer, data de nascimento e sexo. As diferencas de peso dentro dos
blocos ndo foram superiores a 2 kg, enquanto a idade dos bezerros variou no maximo 15 dias. Os dados
de crescimento, ingestdo, metabdlitos sanguineos e escore fecal foram analisados como medidas
repetidas no tempo usando o procedimento MIXED do pacote estatistico SAS (versdo 5.0, SAS Institute
Inc., Cary, NC, EUA) para modelos mistos. O modelo incluiu tratamento, semana (idade dos bezerros) e
a interagdo entre tratamento e semana como efeitos fixos. O efeito bloco foi incluido no modelo como
efeito aleatdrio e semana como medida repetida (modelo 1), e o sujeito das medidas repetidas
utilizadas foi animal (tratamento). Modelo estatistico 1: Yijk = u + Ti + bj + eij + Sk + (TS)ik + eijk, onde:
Yijk —varidvel de resposta, L — média geral, Ti — efeito fixo do tratamento, bj — efeito aleatdério de bloco,
eij—erro residual (A), Sk — efeito fixo da idade dos bezerros (semana da coleta de dados/amostra), (TS)ik
— efeito fixo da interagdo tratamento x idade, eijk — erro residual (B). As estruturas de covaridncia
"composite symmetry, heterogeneous composite symmetry, self-regressive, heterogeneous,
unstructured, banded, variance, toeplitz, antidependence and heterogeneous toeplitz" foram testadas
e definidas de acordo com o menor valor obtido para "Akaike's Information Criterion Corrected" (AICC).

Para dados que foram agrupados para criar uma Unica medida, como dias com diarreia e dias
com febre, foi usado o PROC MIXED do pacote estatistico SAS de acordo com o modelo 2. O modelo
incluiu tratamento como efeito fixo e bloco como efeito aleatdrio, e bezerro dentro do tratamento foi
incluido como um efeito aleatério. As médias foram obtidas para todas as varidveis de resposta por
meio do comando LSMEANS. O teste de Tukey realizou as comparagdes entre os tratamentos quando
houve significancia na analise de variancia. Modelo estatistico 2: Yijk = u + Ti + bj + eij, onde: Yijk —
variavel resposta, L — média geral, Ti — efeito fixo do tratamento, bj — efeito aleatdrio de bloco, eij—erro

residual. Para todas as andlises, a significancia foi declarada em P < 0,05.

3.2.7.2. Andlise dos dados de comunidade bacteriana fecal

As andlises estatisticas foram realizadas comparando os tratamentos e o tempo. Os dados foram
apresentados juntos quando o efeito do tempo foi insignificante. Inicialmente, os dados foram
verificados quanto a distribuicdo normal pelo teste de Shapiro-Wilk e homogeneidade de variancia pelo
teste de Levene, que indicou distribuicdo ndo normal. Assim, a analise de correspondéncia (AC) avaliou

a estrutura da comunidade bacteriana usando Canoco 5 (Biometrics, Wageningen, Holanda). Usamos
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PERMANOVA (Anderson, 2001) bidirecional para testar se os tratamentos e o tempo abrigavam
comunidades microbianas significativamente diferentes. As medidas de diversidade e riqueza de
Shannon foram calculadas com base na matriz taxondmica no nivel da OTU usando o software PAST
4.01 (Hammer et al.,, 2001). Para comparar a composicdo das comunidades bacterianas entre os
tratamentos, utilizou-se o software Statistical Analysis of Metagenomic Profile (STAMP) (Parks et al.,
2014). A tabela OTU no nivel de filo e género gerado a partir de QIIME 2 foi inserido. Os valores P foram
calculados usando um teste de Tukey-Kramer bilateral, e a correcdo foi feita usando a taxa de falsa

descoberta de Benjamini-Hochberg (Benjamini et al., 1995).

3.3. Resultados

3.3.1. Desempenho

O consumo, GMD e medidas corporais aumentaram com a idade (P < 0,01; Tabela 2). Maior
consumo de dieta liquida foi observado para os bezerros alimentados com SL, seguido pelos bezerros LI
e LA (Tabela 2; P < 0,0001); entretanto, houve efeito da interacdo idade x dieta liquida, e as diferencas
ocorreram apenas até a 42 semana de idade (P < 0,004; Figura 1a). No entanto, a dieta liquida ndo
afetou o consumo de concentrado inicial. Maior consumo de matérica seca total (CMST) foi observado
para bezerros alimentados com SL do que LA (P < 0,04; Tabela 2). A eficiéncia alimentar também teve
efeito da idade com variagdes durante o periodo pré-desaleitamento (P < 0,01) e foi menor para os
bezerros alimentados com SL (P = 0,02). Ndo houve diferenca no peso ao nascer, mas os bezerros
alimentados com LI apresentaram maior peso ao desaleitamento (P < 0,01), maior altura de cernelha e
maior GMD durante o periodo pré-desaleitamento (P < 0,01; Tabela 2). Um efeito de interacdo idade x
dieta liquida foi observado para largura de garupa e perimetro tordcico (P < 0,03 e P = 0,01,
respectivamente), com bezerros alimentados com LI tendo maior perimetro toracico e largura de
garupa na sexta e sétima semana até desaleitamento, respectivamente, do que bezerros alimentados

com SL (Figura. 1b e 1c).

Tabela 2. Desempenho de bezerros leiteiros alimentados com diferentes dietas liquidas durante o periodo pré-desaleitamento.
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Tratamentos® P-valor®
EPM?
LI LA SL T | Tx|
Consumo de MS, kg/d
Dieta liquida 0,785  0,752° 0,825 0,0055 <0,0001 <0,0001 0,004
Concentrado inicial 0,21 0,17 0,19 0,04 0,66 <0,01 0,85
Total 0,96° 0,90° 0,99° 0,03 0,04 <0,01 0,77
Peso, kg
Ao nascimento 30,69 31,63 30,74 1,80 0,24 - -
Ao desaleitamento 70,54° 63,56 61,15 2,59 <001 - -
GMD, kg/d 0,70° 0,58° 054° 002 <001 <001 008
Eficiéncia alimentar 0,74° 0,70°  0,52° 0,06 0,02 <0,01 0,32
Medidas corporais, cm
Altura de cernelha 81,5 79,1 79,1° 1,08 0,01 <0,01 054
Largura de garupa 22,6° 22,20 21,8 035 005 <001 0,03
Perimetro tordcico 87,6 86,4 85,5 1,22 0,08 <001 0,01

111, leite refrigerado; LA, leite acidificado; e SL, substituto do leite; 2EPM — erro padrdo da média; 3T- efeito do tratamento, I-
efeito de idade, TxI - efeito da interagdo tratamento x idade (P < 0,05)

3.3.2. Parametros sanguineos

Os parametros sanguineos avaliados mostraram efeitos da idade (P < 0,01; Tabela 3), com
aumento da concentracdo de BHB e diminuicdo das concentracBes de proteina sérica total (PST), lactato

e glicose a medida que os bezerros ficam mais velhos.

Tabela 3. Metabdlitos sanguineos de bezerros leiteiros alimentados com diferentes dietas liquidas durante o periodo pré-
desaleitamento.

Tratamentos® EPM? P-valor®
Li LA st T L
Proteina total, g/dL 5,88 5,78 574 0,105 0,55 <0,01 0,01
Lactato, mg/dL 13,9°  11,2° 12,8 047 001 <001 051
Glicose, mg/dL 134,8° 111,0° 117,4° 3,28 <0,01 <0,01 0,27
BHB, mmol/L 0,129° 0,141° 0,081° 0,008 <0,01 <0,01 0,45

1L, leite refrigerado; LA, leite acidificado; e SL, substituto do leite; 2EPM — erro padrdo da média; 3T- efeito
do tratamento, |- efeito de idade, TxI - efeito da interagdo tratamento x idade (P < 0,05)

As menores concentracdes de lactato (P =0,01) foram observadas para os bezerros alimentados

com LA (P < 0,01). A concentracdo de glicose foi a maior para os bezerros do tratamento LI (P < 0,01).



53

No entanto, a menor concentracdo de BHB foi observada para bezerros alimentados com SL (P < 0,01).
Ndo houve diferenca entre os tratamentos para PST, mas foi observado um efeito de interacdo idade x
dieta liquida, e na terceira e quarta semana de idade, LI resultou em uma concentracdo maior do que

bezerros alimentados com SL (Figura. 1d). (P = 0,01; Tabela 3).
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Figura 1. Consumo, desempenho e metabdlitos sanguineos de bezerros alimentados com diferentes dietas liquidas. (a)
Consumo de dieta liquida; (b) largura de garupa; (c) perimetro toracico and (d) proteina sérica total. * denota diferenca
estatistica P < 0,05 para os menores valores de LA em (a); e LI superior a SLem (b), (c) e (d).

3.3.3. Diarreia e temperatura retal

Aidade afetou o escore fecal, pH fecal e temperatura retal (P < 0,01). O escore fecal aumentou
até a terceira semana de vida, mas diminuiu no decorrer das semanas (Figura 2). Além disso, os bezerros
alimentados com SL tiveram maiores escores fecais (P = 0,01; Tabela 4), dias com diarreia (P = 0,04),
além de taxas de diarreia mais altas em 0-56 dias (P = 0,03) e 0-10 dias (P = 0,04) em comparagdo com
animais LI. Os bezerros que recebiam Ll apresentaram temperaturas retais mais altas do que os bezerros
aleitados com LA (P =0,01). Além disso, os bezerros LA tenderam a ter um menor nimero de dias com

febre (P =0,06).

Tabela 4. Diarreia e temperatura retal de bezerros leiteiros alimentados com diferentes dietas liquidas durante o periodo pré-
desaleitamento.
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Tratamentos* P-valor®
EPM?
LI LA SL T | TxI

Escore fecal 068> 0,77°® 098 0,08 0,01 <001 043
Dias com diarreia 6,92° 9,40 12,69° 1,55 0,04 - -
Taxa de diarreia, %

0-56d 12,20 16,80°® 22,80° 2,16 0,03 - -

0-10d 3,30° 5,00 16,90° 4,15 0,04 - -

11-30d 20,80 25,50 37,30 5,63 0,10 - -

31-56 d 9,00 14,60 13,90 3,81 0,53
pH fecal 6,61 6,61 6,71 0,08 061 <001 0,12
Hematdcrito, % 27,91 28,09 25,99 083 014 09 0,21

Temperatura retal, @C  38,51° 38,35 38,41*® 0,04 0,01 <0,01 0,99
Dias com febre 2,83 1,042 2,54° 0,55 0,06 - -

1L1, leite refrigerado; LA, leite acidificado; e SL, substituto do leite; 2EPM — erro padrdo da média; 3T- efeito
do tratamento, |- efeito de idade, TxI - efeito da interacdo tratamento x idade (P < 0,05)
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Figura 2. Escore fecal de bezerro leiteiros alimentados com diferentes deitas liquidas. Efeito de idade com P < 0,001. * denota
diferenca estatistica P < 0,05 para os maiores valores de SL.

3.3.4. Comunidade bacteriana fecal

A estrutura da comunidade bacteriana de amostras fecais durante episédio de diarreia
mostrou dissimilaridade entre as amostras do grupo LA e os grupos LI e SL (Figura 3a; P <0,01). A andlise
de correspondéncia (AC) mostrou apenas diferencas entre os indices ndo influenciados pelas dietas

liquidas (Shannon; P = 0,632; e Riqueza, P = 0,720; Figura 3b). Além disso, ndo foram observadas
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diferencas entre os momentos "inicial e final" ou "episddios" (P > 0,05). Diante desse resultado, os dados
a seguir serdo apresentados como um resultado misto.

A abundancia geral em nivel de filo esta representada na Figura 4a. No geral, mais de 60% das
sequéncias foram classificadas como Firmicutes, seguidas por Bacteroidetes (17%), Fusobacteria (10%),
Proteobacteria (8,1%), Actinobacteria (4,2%), Epsilonbacteraeota (0,2%). Os dez ASVs mais abundantes
(Amplicon Sequence Variant) foram representados em grafico de barras na Figura 4b. A abundéancia de
Fusobacterium foi maior no LA em relacdo aos demais tratamentos (P = 0,049). Trés ASVs foram
classificados como Lactobacillus, mas apenas dois foram significativamente diferentes entre os
tratamentos, sendo o mais abundante em SLe o menorem LA (P <0,001 e P = 0,015, respectivamente).
O ASV classificado como Prevotella apresentou maior abundancia nos bezerros alimentados com LI do
gue nos demais tratamentos (P = 0,031). Além disso, o ASV classificado como Ruminococcus foi mais
abundante em LA e menos abundante em SL (P = 0,037).

Em uma comparacdo pareada em nivel de género na composicdo bacteriana, houve diferencas
significativas entre bezerros alimentados com LA e LI para 15 ASVs diferentes, mas apenas aqueles
classificados como Lactobacillus, Erysipelotrichaeae, Megasphaera e Diallister foram maiores em
animais alimentados com LI. Na comparac¢do LI versus SL (Fig. 5b), todos os cinco ASVs foram
significativamente maiores em animais alimentados com SL. Finalmente, ao comparar LA e SL (Figura
5c¢), dos sete ASVs estatisticamente diferentes, apenas Howardella e Faecalibacterium foram maiores

em animais alimentados com LA.
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Figura 3. . Estrutura e diversidade microbiana em amostras de fezes durante episddios de diarreia de bezerros leiteiros
alimentados com diferentes dietas liquidas. (A) Anélise correspondente (CA); (B) Indices de diversidade, Shannon and richness.
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Figura 4. . Composicdo bacteriana em amostras de fezes durante episddios de diarreia de bezerros leiteiros alimentados com
diferentes dietas liquidas. (A) Abundancia geral de filo; e (B) Top 10 ASVs mais abundantes. * Denota diferenca estatistica de P
< 0,05 para maior abundéancia de Fusobacteirum para LA; maior abundancia em SL e menor em LA para Lactobacillus; maior
abundancia de Prevotella para LI; e maior abundancia de Ruminococcus em LA e menor em SL.
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Figura 5. Composicdo de género bacteriano em amostras de fezes durante episddios de diarreia de bezerros leiteiros
alimentados com diferentes dietas liquidas. Grafico de dispersdo baseado no Welch's t-test com corre¢do de Benjamini-
Hochberg construido em STAMP (P < 0,05). (A) Diferencas entre LA e LI; (B) diferencas entre LI e SL, e (C) LA e SL.
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3.4. Discussao

3.4.1. Desempenho

O leite integral geralmente é a primeira opcao de alimentacgdo para bezerros leiteiros no periodo
de aleitamento (Virginio Junior e Bittar, 2021). A composicdo natural do leite integral é completa,
incluindo varios hormoénios, anticorpos, glicanos, glicoconjugados, antimicrobianos, sendo uma
excelente fonte de substrato para o crescimento da microbiota intestinal (Pacheco et al., 2015). Nosso
estudo mostra que essa composicdo completa e complexa, associada ao volume de alimentacdo
adequado (6 L/d) pode promover desempenho superior em relacdo ao substituto de leite.

O leite integral apresenta vantagens em relagdo ao sucedaneo devido ao maior teor energético
e melhor equilibrio de nutrientes, principalmente aminoacidos (Bittar et al., 2018; Drackley et al., 2006).
Além disso, a nutricdo adequada pode estimular um aumento da resposta imune em bezerros durante
o periodo de crescimento e levar a uma diminuicdo das taxa de doengas (Ohtsuka et al., 2006), além de
maior peso ao desaleitamento, maior largura de garupa e perimetro tordcico nas Ultimas semanas do
periodo de aleitamento. Isso significa que os bezerros que receberam LI ganharam mais peso e foram
mais eficientes, mas também apresentaram melhoras em todas as medidas corporais avaliadas.

Segundo Coelho et al. (2020) a acidificacdo do leite € um método de preservacdo da qualidade
microbioldgica, pois o pH mais baixo é desfavordvel a sobrevivéncia e ao crescimento de
microrganismos patogénicos. Todd et al. (2017) sugeriram que o processo de acidificacdo altera a
palatabilidade do leite o suficiente para diminuir o consumo, mas sem afetar o desempenho. Em nosso
estudo, a palatabilidade do leite acidificado pode ter influenciado a ingestdo nas trés primeiras semanas
de vida, mas apds esse periodo, o consumo foi o mesmo dos bezerros alimentados com LI. No entanto,
embora a eficiéncia tenha sido semelhante a dos bezerros alimentados com LI, os bezerros da dieta LA
apresentaram GMD e peso final semelhantes aos dos bezerros alimentados com SL. A combinacgdo do
tipo de acido utilizado, pH e volume da dieta liquida provavelmente influencia a ingestdo da dieta liquida
nas primeiras semanas de vida.

O processo de acidificacdo com 4cido formico em pH entre 4 e 4,5 também demonstrou limitar
a ingestdo voluntaria de bezerros que consomem sucedaneo de leite ad libitum em aproximadamente
1 L/d (Todd et al,, 2016). No entanto, ndo foram observadas diferengas na ingestdo no periodo de
aleitamento entre Ll e LA em pH 4,2, a um volume de 6 L/d com &cido latico (Coelho et al., 2020). Em
estudos de alimentacgdo restrita (8% do PV) de dieta acidificada com acido férmico (pH 4,8), ndo foi
observada diminuicdo da ingestdo comparado ao controle (Yanar et al., 2006; Metin et al., 2006). Além

disso, o tipo de acido deve ser cuidadosamente considerado, pois Zou et al. (2017) observaram maiores
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escores de inflamacdo no jejuno e ileo em bezerros alimentados com dieta liquida acidificada com acido
formico. Nenhuma informacao foi encontrada para os outros acidos usados.

A literatura sugere que os sucedaneos do leite utilizados na alimentacdo intensiva devem ser
superiores a 24% de proteina (Soberon et al., 2021). No entanto, a maioria das formulacGes ndo possui
essa inclusdo e incluiingredientes de origem ndo lactea (Bittar et al., 2018), o que reduz a digestibilidade
e utilizacdo da dieta liquida nas primeiras semanas quando o trato gastrointestinal ndo esta totalmente
desenvolvido para digerir esse tipo de nutriente (Bittar et al., 2018; Quigley et al., 2021). O sucedaneo
do leite utilizado neste estudo contém fontes de gordura ndo lacteas, conforme citado por Virginio
Junior et al. (2021).

O tipo de dieta liquida pode afetar os aspectos positivos dos fatores biologicamente ativos no
leite integral que geram efeitos lactécrinos, podendo inclusive atribuir maior produgdo a longo prazo
em relacdo ao sucedaneo (Moran et al., 2011). Estudos recentes sugerem que a ingestdo de nutrientes
do leite integral ou do substituto de leite durante o periodo de aleitamento altera a expressao fenotipica
para a producdo de leite em longo prazo (Moallem et al.,, 2010). Além disso, Gérka et al. (2011)
observaram que bezerros alimentados com sucedaneo de leite apresentaram menor desenvolvimento
intestinal, peso de drgdos e comprimento de microvilosidades do que bezerros alimentados com leite
integral. Os autores também concluiram que alteragBes no desenvolvimento intestinal, além de
influenciarem os dados de desempenho, consequentemente interferem no estado metabdlito geral, o
gue pode afetar indiretamente o bom funcionamento do sistema imunoldgico. Isso ndo corrobora com

os dados de metabdlitos sanguineos e diarreia para tratamento de SL.

3.4.2. Metabdlitos sanguineos

Em uma meta-anadlise de dados de digestibilidade de diferentes dietas liquidas a base de leite
integral ou sucedaneo de leite por Quigley et al. (2021), os autores observaram que a digestibilidade de
alguns nutrientes (MS, N e gordura) atingiu seu maximo aos 30 dias de idade. Eventualmente, qualquer
disturbio intestinal (como a diarreia) ou qualidade da dieta liquida que afete a ingestdo ou
digestibilidade da dieta pode afetar negativamente o desempenho dos animais. Essa informacdo
poderia explicar porque os animais dos grupos LA e SL apresentaram menor desempenho e glicose
plasmatica, ou mesmo o grupo SL apresentar menor proteina sérica nas semanas 3 e 4.

Segundo Quigley et al. (1991) o BHB é um indicador indireto do desenvolvimento ruminal, e
sua concentracdo aumenta de acordo com a ingestdo de concentrado. No entanto, ndo houve
diferencas na ingestdo inicial, sugerindo que a composicdo da dieta liquida é quem explica diferencas

no desempenho e concentracdes de metabdlitos selecionados. A maior glicose para bezerros
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alimentados com LI pode ser explicada pela maior lactose e digestibilidade dessa dieta liquida, enquanto
o0 maior BHB para bezerros alimentados com LI e LA pode ser explicado pelo maior teor de gordura de
ambos em relagdo ao SL.

Por outro lado, a dieta liquida também pode afetar a concentracdo plasmatica de insulina e
IGF-1, que sdo importantes na estimulagdo da proliferacdo das células epiteliais do rimen (Baldwin,
1999; Zitnan et al., 2012). O estudo de Goérka et al. (2011) relatou comprimento de papila menor no
saco dorsal craniano em bezerros alimentados com substituto lacteo do que em bezerros alimentados
com leite integral e observou relagdes positivas entre peso do reticulo-ruminal e do intestino delgado
ou com atividade enzimatica da borda em escova. Esses efeitos também explicariam a baixa
concentragdo de BHB para o grupo SL, uma vez que ndo houve diferenca na ingestdo inicial entre os
tratamentos. Isso indica que o menor desempenho associado a maiores disturbios entéricos (ou seja,
diarreia) e menor concentracdo de metabdlitos afetaram negativamente o desenvolvimento ruminal

dos bezerros deste grupo.

3.4.3. Diarreia e temperatura retal

O efeito das diferentes dietas liquidas sob a diarreia foi bastante pronunciado. Embora os
animais do grupo LI tenham apresentado maior temperatura retal e maior nimero de dias com febre,
a taxa e os dias com diarreia foram menores. De acordo com Todd et al. 2006, a acidificacdo da dieta
liquida tende a aumentar a fluidez das fezes, mas ndo estd associada a outros sinais de infeccdo
intestinal. Essa informacdo pode estar relacionada ao nosso estudo, uma vez que 0s animais
apresentaram valores intermedidrios para achados de diarreia, mas a temperatura retal e os dias com
febre foram menores. Metin et al. (2006) demonstraram que embora a consisténcia fecal seja mais
fluida em bezerros que consomem dieta acidificada, o nimero de intervengdes veterindrias € menor,
sugerindo que a acidificacdo do trato digestivo pode promover o crescimento de microrganismos
benéficos e inibir a proliferacdo de patobiontes (Virginio Junior et al., 2021).

Além disso, o efeito da acidificacdo no trato intestinal pode explicar porque observamos
dissimilaridade na estrutura da comunidade bacteriana das fezes de bezerros diarréicos em comparacdo
com o grupo Ll ou SL. Todos os tratamentos aumentaram os escores fecais na 22 e 32 semanas de vida;
mas, os bezerros alimentados com SL apresentaram escores fecais maiores do que LI, sem diferir do LA.
No entanto, é importante notar que a taxa de diarréia foi maior para bezerros alimentados com SL do
que LI e intermediario para bezerros alimentados com LA durante todo o periodo e nos primeiros 10
dias de idade. Esta taxa de diarréia alta e intermedidria afetou negativamente o desempenho dos

bezerros alimentados com SL e LA, respectivamente. Segundo Cho e Yoon (2014) os primeiros 21 dias
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de vida sdo muito desafiadores, pois 0s bezerros sdo altamente suscetiveis a infeccdes entéricas, uma
das principais causas de mortalidade nessa fase. As infecgdes entéricas estdao associadas a disbiose no
microbioma intestinal, inflamac&do do tecido intestinal (Khalil et al., 2022; Becker et al., 2015) e menor

desempenho, como observado no tratamento de SL.

3.4.4. Microbioma fecal durante episddios de diarreia

A comunidade bacteriana fecal em bezerros diarréicos apresentou maior abundancia de ASVs
associados ao género Prevotella, cujas cepas foram mencionadas em algumas revisdes como
patobiontes e associadas a disbiose e inflamagdo intestinal em humanos (Larsen, 2017; Precup e
Vodnar, 2019). Apesar dessa associagao, em ruminantes, o género Prevotella desempenha um papel
importante na degradacao de uma vasta quantidade de nutrientes (Rubino et al., 2017), e seu aumento
nas fezes e rimen de bezerros estd associado ao consumo de concentrados, como observado em
estudos anteriores do nosso laboratério (Virginio Junior et al., 2021a; Virginio Junior et al., 2021b;
Virginio Junior et al.,, 2021c). No entanto, animais alimentados com LI foram associados a uma
microbiota intestinal benéfica composta por Lactobacillus e Faecalibaterium (Virginio Junior et al,,
2021a).

O estudo de Virginio Junior et al. (2021a) utilizou 15 animais sauddveis de nosso estudo (5 de
cada tratamento), e embora as amostras de diarreia em nosso estudo ndo tenham mostrado alta
abundancia desses grupos microbianos, seus efeitos durante o periodo pré-desaleitamento podem ter
auxiliado no combate a outras bactérias patogénicas, além de trazer beneficios a salde dos animais. A
maior abundancia de ASVs associada aos géneros Fusobacterium, Faecalibacterium, Ruminococcus e
Bacteroides pode indicar que ha de fato um beneficio da acidificacdo para o trato intestinal durante
episodios de diarreia, uma vez que essas bactérias sdo produtoras de butirato.

O butirato é uma fonte de crescimento de colondcitos e indica um ambiente intestinal saudavel
(Li et al., 2020; Zafar et al., 2021; Oikonomou et al., 2013; Elolimy et al., 2019). Um estudo recente
tentou melhorar a saude de bezerros manipulando a composicdo microbiana intestinal precoce com
suplementacdo oral de Faecalibacterium prausnitzii (Foditsch et al., 2015), uma bactéria negativamente
associada a diarreia de bezerros (Oikonomou et al., 2013). A administracdo oral de F. prausnitzii durante
a primeira semana de vida reduziu efetivamente a incidéncia de diarreia e morte de bezerros
relacionada a diarreia durante as primeiras 7 semanas de vida (Foditsch et al., 2015).

Uma maior incidéncia de diarreia para os animais SL parece estar associada a composicdo do
substituto do leite. Virginio Junior et al. (2021) mencionaram que a composicdo do substituto pode ter

induzido uma maior abundéancia de bactérias patobiontes no intestino posterior dos bezerros. Um ponto



61

interessante é a maior abundancia de ASVs relacionados ao género Lactobacillus durante a diarreia. A
abundancia desse género pode minimizar e controlar os efeitos da diarreia e outras infecgGes,
principalmente porque esses animais também apresentaram maior nimero de dias com febre. Além
disso, cepas de Lactobacillus foram associadas a menor incidéncia de infecgdes entéricas, disturbios e
maior estimulacdo do sistema imunoldgico da mucosa (Abbe et al., 1995; Macfarlane et al., 2007).

Este também foi um achado em um estudo de Slanzon et al. (2022) pois bezerros com diarreia
apresentaram maior populagao de Lactobacillus. Esses autores desenvolveram um modelo para prever
doencas gastrointestinais com base na composi¢do do microbioma fecal, e a presenga de Eggerthella
lenta, Bifidobacterium longum e Collinsella aerofaciens foi associada a um resultado clinico saudavel. A
presenca de espécies de E. coli e Lactobacillus apresentou os maiores coeficientes positivamente
associados a predicdo de doenga Gl.

A abundancia de Tyzzerella ainda nao foi relacionada a nenhum estado de saude ou doenca
em bezerros leiteiros, mas em humanos, a abundancia deste género tem sido associada a pacientes
com doenca de Crohn ou dietas de baixa qualidade (Olaisen et al., 2021; Liu et al., 2019) o que pode
indicar uma possivel ocorréncia no intestino de bezerros leiteiros. O mesmo ocorre para o género
Veillonella, associado a producdo de compostos toxicos (i.e., NH3, H2S, aminas e outros) pela

degradacdo de proteinas (Brissow et al., 2013).

3.5. Conclusdo

Em conclusdo, o desempenho e a salde dos bezerros leiteiros foram influenciados pela
ingestdo de dieta liquida e pela composicdo bacteriana da diarreia. A baixa abundancia de bactérias
patobiontes no leite integral pode indicar que outros microrganismos patogénicos causam os episédios
diarreicos, e talvez os componentes bioativos do leite previnam bactérias oportunistas, ao contrario do
gue foi observado no sucedadneo lacteo. Além disso, o processo de acidificacdo pode induzir
abundantemente bactérias benéficas e protetoras da mucosa em episddios diarreicos.

O leite integral foi a melhor escolha de dieta liquida, promovendo maior desempenho e menor
impacto negativo na salde animal com base na andlise do microbioma. O leite acidificado pode ser uma
alternativa interessante para situacGes de dificuldade de refrigerar o leite integral, com ocorréncia
intermedidria de diarreia, mas desempenho inferior, embora a microbiota durante os episédios de
diarreia tenha sido benéfica. Além disso, o uso de sucedaneo do leite para bezerros deve ser feito com

cautela, principalmente durante as trés primeiras semanas de vida.
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4. AVALIAGAO DA SUPLEMENTAGAO DA DIETA LIQUIDA COM BLEND DE OLEOS ESSENCIAIS NO
DESEMPENHO E SAUDE DE BEZERROS LEITEIROS

Resumo

A suplementacdo de bezerros leiteiros com éleos essenciais na dieta liquida pode
afetar a incidéncia e a gravidade de doencas infecciosas e consequentemente afetar o
desempenho desses animais. Foi avaliada a inclusdo de um blend de dleos essenciais
comercial a base de 6leo de horteld-pimenta, eucalipto e cristais de mentol e seu efeito no
desempenho e salde durante o periodo pré e pds-desaleitamento de bezerros leiteiros.
Ao nascimento, 42 bezerros leiteiros (37 machos e 5 fémeas) foram blocados de acordo
com sexo e peso ao nascer e aleatoriamente designados para um dos dois tratamentos —
suceddneo lacteo diluido a 14% (SL) e sucedaneo lacteo acrescido do blend de dleo
essenciais (SLOE) na dose de 4 mL por bezerro por dia, divididos em duas refei¢cdes durante
os primeiros 28 dias de vida. Os animais foram alojados de forma individual e receberam
6L/d da dieta liquida, divididos em duas refeicdes, além de concentrado inicial e dgua a
vontade. Ingestdo, escore fecal, escore de saude e temperatura retal foram avaliados
diariamente, desempenho semanalmente e parametros sanguineos nas semanas 1, 2, 3, 4
e 8. Bezerros alimentados com SLOE apresentaram tendéncia de maior consumo de
matérica seca total durante o periodo de aleitamento, mas ndo foram observados outros
efeitos da suplementacdo do blend de déleos essenciais no desempenho. No entanto, os
bezerros SLOE apresentaram menor escore de salde e menos dias com escore de salde >
4 (sugestivo para bezerros positivos para broncopneumonia). A suplementacdo de
bezerros com dleos essenciais pode ser uma alternativa para reduzir a ocorréncia de
problemas respiratorios.

Palavras-chave: Oleo de eucalipto, Oleo de hortel3-pimenta, Cristais de mentol,
Broncopneumonias

Abstract

Supplementation of dairy calves with essential oils in the liquid diet can affect the
incidence and severity of infectious diseases and consequently affect performance of these
animals. The inclusion of a commercial essential oil blend based on peppermint, eucalyptus
and menthol crystals and its effect on performance and health during the pre and post-
weaning period of dairy calves was evaluated. At birth, 39 dairy calves (33 males and 6
females) were blocked according to sex and birth weight and randomly assigned to one of
two treatments - milk replacer diluted at 14% (MR) and milk replacer plus essential oil
blend (MREQ) at a dose of 4 mL per calf per day, divided into two meals during the first 28
days of life. Calves were inidvidually housed and fed 6L/d of the liquid diet, divided in two
meals, and received starter concentrate and water free-choice. Intake, fecal score, health
score and rectal temperature were evaluated daily, performance weekly and blood
parameters at week 1, 2, 3, 4 and 8. Calves fed MREQO tended to present a higher total dry
matter intake during the preweaning period; however no other differences were observed
for calves performance. Nevertheless, MREO calves had a lower health score and fewer
days with a health score > 4 (suggestive of bronchopneumonia). The supplementation of
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calves with essential oils may be an alternative to reduce the occurrence of respiratory
problems.

Keywords: Eucalyptus oil, Peppermint oil, Menthol crystals, Bronchopneumonia

4.1. Introducgao

Um programa adequado de criacdo de bezerros deve abranger aspectos que considerem
desempenho, reducdo do estresse, atendimento as necessidades nutricionais e manejo sanitario para
otimizar o estado de saude do bezerro. Sabe-se que os indicadores desse periodo ndo estdo apenas
relacionados com o sucesso do programa de criagdo, mas também com a producdo de leite futura (Khan
et al., 2011; Heinrichs e Heinrichs, 2011).

Problemas nutricionais e doengas neonatais, especialmente diarreia e sindrome respiratoria,
sdo alguns exemplos de impactos negativos na vida produtiva de fémeas de reposicdo. Eles podem atuar
como estressores, diminuindo a imunidade, aumentando a suscetibilidade do animal a outros
disturbios, aumentando as taxas de mortalidade (McGuirk, 2008; Chase, 2008).

Portanto, estratégias que auxiliem na nutricdo adequada e melhorem o desenvolvimento e a
salde sdo essenciais para reduzir a morbidade e mortalidade e acelerar o desenvolvimento das bezerras
(Drackley, 2008). A estratégia mais comum para esse fim é o uso de antibidticos promotores de
crescimento, porém sua utilizacdo vem sendo severamente criticada e proibida em diversos paises
(Sneeringer et al., 2015).

Com isso, surge a importancia de alternativas mais naturais como os aditivos fitogénicos, os
guais sado definidos como compostos secundarios de plantas (Jouany et al., 2007). Algumas de suas
propriedades sdo atividades antissépticas e antimicrobianas que interferem no funcionamento de
células bacterianas, fungicas e protozodrias (Benchaar et al., 2008), apresentando eficiéncia semelhante
aos antibidticos para o tratamento de algumas doencas. Esses compostos também contribuem para a
prevencdo do estresse oxidativo (Greathead et al., 2003) e podem alterar a atividade fagocitaria dos
leucdcitos e inibir o sistema complemento (Jouany et al., 2007).

Estudos utilizando dleos essenciais como promotores de crescimento bovinos mostram os
efeitos positivos da suplementacdo, geralmente associados a efeitos no trato gastrointestinal (TGl)
(Soltan, 2009; Giannenas et al., 2011), e aumento dos niveis de imunoglobulinas e resposta imune
(Carrubba et al., 2020). Estudos anteriores mostraram que a suplementacdo de d6leos essenciais no

concentrado de bezerros melhora o desempenho (Jeshari et al., 2016; Liu et al., 2020) e diminui a
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gravidade da diarreia (Katsoulos et al., 2017). No entanto, os efeitos da suplementacdo na dieta liquida
S30 escassos.

Este estudo teve por objetivo avaliar se a suplementacdo de uma mistura comercial de éleos
essenciais (SLOE) em substituto lacteo (SL) afeta o desempenho e a salde de bezerros leiteiros nos

periodos pré e pds-desaleitamento.

4.2. Material e Métodos
4.2.1. Animais, delineamento experimental e tratamentos

O Comité de Etica em Pesquisa em Animais da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”
/ Universidade de Sdo Paulo aprovou todos os procedimentos envolvendo animais neste estudo
(Protocolo n2. 9808150621).

O experimento foi conduzido no Bezerreiro Experimental “Evildsio de Camargo”, do
Departamento de Zootecnia da ESALQ/USP, localizado na cidade de Piracicaba — SP, no periodo de
setembro a margo de 2022. Foram utilizados 42 bezerros machos (n=37; 38,37 + 1,84Kg) e fémeas (n=6;
30,24 + 1,16Kg) recém-nascidos da raca Holandés, em delineamento de blocos casualizados. Os
bezerros foram blocados de acordo com sexo, data de nascimento e peso ao nascimento. Os bezerros
foram colostrados com duas doses de substituto de colostro (SCCL®, Saskatoon, Canada), totalizando
200g IgG por bezerro, nas primeiras 6h de vida (Godden, 2008). O valor de Brix sérico foi considerado
adequado para transferéncia de imunidade segundo as recomendacgBes de Godden et al. (2019), com
meédia de 9,2% de brix + 1,16.

Os bezerros recebiam 6L/d de substituto lacteo comercial (Nurture Prime, Cargill Alimentos
Ltda., Itapira, SP, Brasil) diluido a 14%, ofertado em balde suspenso com bico, divididos em duas
refeicdes (7h00 e 17h00). O substituto era acrescido ou ndo de um blend de dleos essenciais
(BronchoVest, Biochem) de acordo com os tratamentos: 1) Substituto lacteo (SL; n = 19); 2) Substituto
lacteo acrescido de 2mL de dleo essencial/trato (SLOE; n = 20), portanto, a dose total didria era de 4mL
durante os primeiros 28 dias de vida.

O produto utilizado é composto de trés principios ativos (6leo de eucalipto, éleo de hortela-
pimenta e cristais de mentol). Antes da utilizacdo, o produto foi diluido em agua destilada na
concentracdo de 1:10, conforme a recomendacédo do fabricante, armazenado em frasco de vidro ambar
e mantido em local sem luminosidade até o momento do fornecimento. A mistura de dleos essenciais
foi pipetada (2mL) com o auxilio de uma pipeta de plastico e adicionada ao substituto lacteo ja medido
(3L) no préprio recipiente de oferta aos bezerros do tratamento SLOE, o qual era imediatamente

oferecido ao bezerro.
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O substituto lacteo foi diluido em agua potavel entre 41-42°C que apds a mistura atingia a
temperatura de 38-39°C para o fornecimento. Os bezerros foram desaleitados gradualmente a partir
dos 51 dias de vida, reduzindo 1L por dia até o completo desaleitamento aos 56 dias de vida. Apds o
desaleitamento, os bezerros permaneciam nos abrigos individuais até 70 dias de vida, quando finalizou

o periodo experimental.

4.2.2. Instalagdes e consumo

Logo apds o nascimento, os bezerros foram alocados em abrigos individuais do tipo gaiola
suspensa (113 x 140 cm) com tapete de borracha coberto por cama de maravalha em barracdo com
ventilacdo natural durante os primeiros 21 dias de vida. A partir do dia 22 de vida, os bezerros eram
realocados para abrigos individuais externos do tipo “tropical” (1,35 m de altura x 1 m de largura e 1,4
m de profundidade) em gramado e contidos por coleiras e corrente (2 m). Os abrigos contavam com
suporte para concentrado e agua.

Os bezerros tinham livre acesso a concentrado comercial (Start milk 20% Nutrimax Nutricdo
Animal Ltda., Salto de Pirapora, SP, Brasil) até atingir o consumo maximo de 2,5 kg ao dia. O concentrado
foifornecido imediatamente apds o fornecimento da dieta liquida pela manha e as sobras eram pesadas
no dia seguinte para mensurac¢do do consumo diario. A partir do desaleitamento, os bezerros passavam
a receber feno de graminea de qualidade em livre acesso em balde preso ao chdo do abrigo.

As amostras de concentrado inicial, feno e sucedaneo do leite foram coletadas mensalmente
para determinacdo da composicdo quimica da dieta ofertada. As amostras foram moidas em moinho de
peneira Wiley de 1 mm (Marconi). A MS foi determinada por secagem das amostras em estufa a 105°C
por 24 h (método AOAC 925,40) e cinzas por incineracdo das amostras em forno mufla a 550°C por 4h
(método AOAC 942,05). A analise de fibra em detergente neutro (FDN) foi realizada utilizando um
analisador de fibra Ankom 2000 (Ankom Tech. Corp., Fairport, NY), a-amilase estavel ao calor e sulfito
de sddio foram incluidos na analise de FDN (Van Soest et al., 1991). A concentracdo total de nitrogénio
foi determinada usando o aparelho Leco TruMac N (Leco Corporation, St. Joseph, MI; método AOAC
968.06) e a proteina bruta (PB) foi calculada multiplicando o nitrogénio total por 6,25. A concentragdo
do extrato etéreo (EE) foi determinada usando éter de petrdleo (método AOAC 920.39). Andlise

bromatoldgica dos ingredientes da dieta estdo apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5. Composi¢do quimico-bromatoldgica do substituto lacteo, concentrado e feno
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Substituto lacteo?  Concentrado? Feno
Matéria seca, % 89,7 88 82,5
Matéria mineral, % MS 9,7 9,9 6,2
Proteina bruta, % MS 22,6 21,8 9,3
Extrato etéreo, % MS 19 3 2,5
FDN3, % MS - 28,4 74,7

INurture Prime, Cargill Alimentos Ltda., Itapira, SP, Brasil 2Start milk 20% Nutrimax Nutricdo
Animal Ltda., Salto de Pirapora, SP, Brasil; 3Fibra em detergente neutro

4.2.3. Medidas corporais e parametros sanguineos

Os bezerros foram pesados ao nascimento e semanalmente até a 102 semana de vida
utilizando uma balangca mecanica (ICS-300, Coimma Ltda., Dracena, SP, Brazil), sempre antes do
aleitamento da manha. Medidas corporais também foram realizadas a cada duas semanas. Altura de
cernelha e largura de garupa eram medidas com auxilio de uma régua com escala em centimetros (Carci,
Sdo Paulo, SP, Brazil), e a circunferéncia tordcica, era medida com auxilio de uma fita com escala
também em centimetros (Bovitec, Sdo Paulo, SP, Brazil).

Amostras de sangue foram coletadas nas semanas 1, 2, 3, 4 e 8 de vida por venipuntura da
veia jugular externa, 2h apds o aleitamento da manhd. As amostras foram coletadas em 3 tubos, um
contendo fluoreto de sddio como antiglicolitico e EDTA potdssio como anticoagulante para obtencdo
do plasma, outro K3 EDTA para obtencdo do plasma e o Ultimo com ativador de codgulo para obtencdo
do soro. Os tubos foram imediatamente processados em laboratorio.

Uma aliquota de sangue do tubo contendo K3 EDTA foi retirada com auxilio de capilar para
andlise de hematdcrito utilizando centrifuga de microhematdécrito na rotacdo de 2,000 x g por 10
minutos (model SPIN 1000, Microspin, Sdo Paulo, Brazil). As demais amostras de sangue foram
centrifugadas a 2,000 x g por 20 minutos a 42C para separar soro ou plasma e entdo eram armazenadas
em tubetes a -109C para posterior andlise.

Os indicadores metabdlicos foram determinados no Sistema Automatico de Bioquimica (SBA-
200, CELM, Barueri, SP, Brasil). Kits enzimaticos comerciais especificos (Labtest Diagndstica S.A., Lagoa
Santa, MG, Brasil) foram utilizados para analisar glicose plasmatica (ref. 85) e proteina sérica total (ref.
99). A determinacdo de beta-hidroxibutirato (BHB) foi realizada utilizando o kit de enzimas RANBUT

(Ref.: RB1007; RANDOX Laboratories - Life Sciences Ltd., Crumlin, UK).

4.2.4. Escore fecal e de salide
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O escore fecal foi monitorado diariamente através da avaliacdo da fluidez das fezes: (1) regular
e firme; (2) macio; (3) aquoso; (4) fluido, conforme Larson et al. (1977). O episédio de diarreia foi
considerado quando os bezerros apresentaram escore fecal > 3 por mais de um dia consecutivo. A taxa
de diarreia foi calculada de acordo com a férmula adaptada de Li et al. (2019), Taxa de diarreia = (dias
com diarreia + dias avaliados) x 100.

Os bezerros com pontuacdo > 3 receberam uma solucdo de reidratacdo oral (80 g de dextrose,
4 g de bicarbonato de sédio e 5 g de cloreto de sédio por litro de dgua morna) as 11h. A temperatura
retal dos bezerros foi aferida diariamente com termémetro digital, sendo considerada febre quando os
bezerros apresentavam mais de 39,4°C. Os animais eram avaliados diariamente utilizando o Calf Health
Scoring Criteria, escore desenvolvido pela Universidade de Wisconsin-Madison, que contempla os
seguintes critérios para detec¢do da DRB: temperatura retal, tosse, secre¢do nasal, secre¢do ocular e
posicdo da cabeca e orelhas, pontuados de 0 a 3 de acordo com a intensidade dos sinais, como
apresentado no Anexo I. A soma das pontuagdes 24,0 indica positividade para DRB.

Os bezerros recebiam tratamento com antimicrobiano quando apresentavam algum
indicativo de acometimento sistémico, como febre, anorexia e/ou apatia, ou quando apresentavam
algum tipo de alteracdo a ausculta pulmonar que era realizada semanalmente, de acordo com a

recomendacdo veterinaria.

4.2.5. Analises estatisticas

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados, os bezerros foram
alocados em blocos de acordo com o peso ao nascer, data de nascimento e sexo. As diferencas de peso
dentro dos blocos ndo foram superiores a 2 kg, enquanto a idade dos bezerros variou no maximo 15
dias. Os dados de crescimento e ingestdo, escore fecal e de saude foram analisados como medidas
repetidas no tempo usando o procedimento MIXED do pacote estatistico SAS (versdo 5.0, SAS Institute
Inc., Cary, NC, EUA) para modelos mistos. O modelo incluiu tratamento, semana (idade dos bezerros) e
a interacdo entre tratamento e semana como efeitos fixos. O efeito bloco foi incluido no modelo como
efeito aleatdrio e semana como medida repetida (modelo 1), e o sujeito das medidas repetidas
utilizadas foi o0 animal (tratamento). Modelo estatistico 1: Yijk =+ Ti + bj + eij + Sk + (TS)ik + eijk, onde:
Yijk —varidvel de resposta, u — média geral, Ti — efeito fixo do tratamento, bj — efeito de bloco aleatdrio,
eij—erro residual (A), Sk — efeito fixo da idade dos bezerros (semana da coleta de dados/amostra), (TS)ik
— efeito fixo da interacdo tratamento x idade, eijk — erro residual (B). As estruturas de covariancia
“simetria composta, simetria composta heterogénea, autorregressiva, autorregressiva heterogénea,

ndo estruturada, bandada, componentes de variancia, toeplitz, antidependéncia e toeplitz
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heterogénea” foram testadas e definidas de acordo com o menor valor obtido para “Akaike's
Information Criterion corrigido” (AICC).

Para dados que foram agrupados para criar uma Unica medida, como dias de diarreia, dias
com febre, dias com tosse, taxa de diarreia, foi usado o PROC MIXED do pacote estatistico SAS de acordo
com o modelo 2. O modelo incluiu tratamento como efeito fixo e blocos como efeito aleatério, e bezerro
dentro do tratamento foi incluido como um efeito aleatdrio. As médias foram obtidas para todas as
varidveis de resposta por meio do comando LSMEANS. O teste de Tukey realizou as comparacdes entre
os tratamentos quando houve significancia na analise de variancia. Modelo estatistico 2: Yijk = u + Ti +
bj + eij, onde: Yijk — varidvel resposta, u — média geral, Ti — efeito fixo do tratamento, bj — efeito de bloco
aleatdrio, eij —erro residual. Para todas as andlises, a significancia foi declarada em P < 0,05 e tendéncia

guando o valor de P estava entre 0,06 e 0,1.

4.3, Resultados

4.3.1. Desempenho pré-desaleitamento

As varidveis de consumo, GMD, EA e medidas corporais aumentaram com a idade (P<0,0001;
Tabela 6). Ndo houve efeito da suplementacdo com o dleo essencial para o desempenho pré-
desaleitamento (P>0,05). O consumo de concentrado apresentou interacdo tratamento x idade
(P=0,052), com diferenca entre os tratamentos durante a sétima semana, sendo superior para o
tratamento SLOE (P<0,05; Figura 6a). Essa interacao refletiu em uma tendéncia (P=0,07; Tabela 6) do

consumo total de MS também ser maior para os bezerros do tratamento SLOE (Tabela 6).
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Tabela 6. Desempenho pré-desaleitamento de bezerros leiteiros alimentados com substituto lacteo contendo ou ndo blend

de 6leos essenciais
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MS total, g/d 1081,8
Peso, kg
Ao nascimento 36,37

Ao desaleitamento 59,06
GMD, kg/d 0,41
EA 0,39
Medidas corporais, cm

Altura de cernelha 82,4

Largura de garupa 22,6

Perimetro toracico 84,7
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1SL, Substituto lacteo; SLOE, Substituto lacteo com dleo essencial; 2EPM — Erro padrdo da média;
3T — efeito de tratamento, S - efeito de semana, TxS — Efeito da interagdo tratamento x semana
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Figura 6. Desempenho pré-desaleitamento de bezerros leiteiros alimentados com substituto lacteo contendo ou ndo blend de
6leos essenciais; (a) Consumo de concentrado, (b) Consumo total de matéria seca, (c) Ganho médio diario e (d) Eficiéncia
alimentar. * denota diferenca estatistica P < 0,05 para os maiores valores de SLOE.
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4.3.2. Desempenho pds-desaleitamento

As variaveis de consumo, GMD e EA aumentaram de acordo com a idade (P <0,05; Tabela 7).

Tabela 7. Desempenho pds-desaleitamento (56-70d) de bezerros leiteiros alimentados com substituto lacteo contendo ou ndo
blend de éleos essenciais

Tratamento?! Valor — P3
EPM?
SL SLOE T S TxS

Consumo

Concentrado, MSg/d  2098,8 2237,3 88,77 0,172 0,0001 0,124

Feno, MS g/d 100,1 108,1 8,10 0,453 0,0001 0,9377
MS total, g/d 2200,0 23345 86,94 0,186 <,0001 0,120
Peso, kg

Ao desaleitamento 59,06 61,54 1,834 0,279 - -

Ao final 70,88 74,13 2,160 0,229 - -
GMD kg/d 0,85 0,87 0,068 0,753 0,0270 0,084
EA 0,40 0,37 0,028 0,406 0,0001 0,015

Medidas corporais, cm
Altura de cernelha 89,5 90,5 0,847 0,322 - -
Largura de garupa 24,7 25,4 0,305 0,099 - -
Perimetro toracico 97,4 99,5 0,198 0,100 - -

1SL, Substituto lacteo; SLOE, Substituto lacteo com éleo essencial; 2EPM — Erro padrdo da média; 3T —
efeito de tratamento, S - efeito de semana, TxS — Efeito da interagdo tratamento x semana (P<0,05)

As varidveis de desempenho pds-desaleitamento ndo apresentaram efeito da suplementacdo
com 6leos essenciais (P>0,05; Tabela 7). Apenas EA apresentou efeito de interacdo tratamento x idade
(P=0,01). Houve tendéncia para maior largura de garupa e perimetro toracico (P=0,09 e P=0,10,

respectivamente; Tabela 7) para os bezerros do tratamento SLOE.

4.3.3. Metabdlitos sanguineos

Os parametros sanguineos avaliados mostraram efeito de idade (P<0,0001; Tabela 8), a
proteina apresentou uma diminuicdo na terceira e quarta semana (Figura 7a), enquanto a glicose
apresentou diminuicdo na oitava semana de vida (Figura 7b). O betahidroxibutirato também apresentou
efeito de idade (P<0,0001), com diminui¢cdo nas primeiras semanas e aumento na oitava semana de vida
(Figura 7c). Os metabdlitos ndo apresentaram efeito de tratamento ou interacdo tratamento x idade

(P>0,05; Tabela 8).
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Tabela 8. Metabdlitos sanguineos de bezerros leiteiros alimentados com substituto lacteo contendo ou ndo blend de dleos
essenciais

Tratamento?! Valor — P3
EPM?
SL SLOE T S TxS
Proteina total, g/dL 6,67 6,66 0,144 0,935 <0,0001 0,839
Glicose, mg/dL 112,2 108,4 2,17 0,198 <0,0001 0,345

Beta-hidroxibutirato, mmol/L 0,149 0,154 0,015 0,833 <0,0001 0,636

1SC, Substituto lacteo; SLOE, Substituto lacteo com dleo essencial; 2EPM — Erro padrdo da média; 3T — efeito de
tratamento, S - efeito de semana, TxS — Efeito da interagdo tratamento x semana (P<0,05)
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Figura 7. Metabdlitos sanguineos pré-desaleitamento de bezerros leiteiros alimentados com substituto lacteo contendo ou
ndo blend de dleos essenciais; (a) Proteina total, (b) Glicose e (c) Beta-hidroxibutirato.

4.3.4. Escore fecal e de salide

A idade afetou o escore fecal, escore de salde e hematdcrito durante o periodo pré-
desaleitamento (P<0,05; Tabela 9). As varidveis avaliadas ndo apresentaram efeito de interacdo
tratamento x semana (P>0,05). O escore de salde e o total de dias com escore de saude >4 durante a
fase de aleitamento foi maior para bezerros ndo suplementados com o blend (P<0,05; Tabela 9). Dias

com tosse, nimero de intervencdes e escore de salde pods-desaleitamento apresentaram uma
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tendéncia de serem maiores para o tratamento SL (P=0,07; P=0,09; P=0,07, respectivamente; Tabela 9).

As demais varidveis de saude ndo sofreram efeito de tratamento (P>0,05).

Tabela 9. Diarreia e salide de bezerros leiteiros pré e pos-desaleitamento alimentados com substituto lacteo contendo ou ndo
blend de dleos essenciais.

Tratamento? Valor — P*
- EPMm?
SL SLOE T S TxS
Pré-desaleitamento
Taxa de diarreia 20,66 21,94 1,973 0,640 - -
Escore fecal 1,96 2,01 0,053 0,516 <,0001 0,138
Dias com diarreia 14,46 15,35 1,381 0,640 - -
Dias com escore fecal 4 2,88 2,67 0,609 0,799 - -
Escore de saude 1,37 1,03 0,115 0,01 0,05 0,327

Dias com escore de saude >4 4,26 1,40 1,005 0,05 - -

Dias com tosse 11,52 4,80 2,532 0,07 - -
Dias com febre 1,74 1,60 1,668 0,793 - -
Intervengdes 1,39 0,92 0,217 0,09 - -
Hematocrito 25,96 26,76 0,722 0,436 <,0001 0,449

Pds-desaleitamento
Escore de saude 09 068 0,169 0,07 0,2298 0,655
Hematocrito 26,22 26,09 0,901 0905 0,3922 0,512

1SL, Substituto lacteo; SLOE, Substituto lacteo com éleo essencial; 2EPM — Erro padrdo da média; 3T —
efeito de tratamento, S - efeito de semana, TxS — Efeito da interagdo tratamento x semana (P<0,05)
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Figura 8. Escore de saude pré-desaleitamento de bezerros leiteiros alimentados com substituto lacteo contendo ou ndo blend
de dleos essenciais.
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4.4, Discussao

4.4.1. Desempenho pré e pds-desaleitamento

A taxa de crescimento de bezerros alimentados com sucedaneo lacteo é influenciada pela
composicdo de ingredientes e ingestdo de nutrientes (Zhang et al., 2019). Bezerros que recebem
suceddneo tendem a possuir ambiente abomasal menos acido (Smith e Sissons 1975; Constable et al,,
2005) e desenvolvimento intestinal mais lento, o que influencia diretamente em seu desempenho
(Goérka et al., 2011). O GMD dos bezerros durante a fase de aleitamento foi aquém de outros resultados
gue ja obtivemos nas mesmas condic¢des (Coelho et al., 2022).

De forma geral, a nutricdo quando adequada, melhora a resposta imune dos bezerros e
consequentemente diminui a ocorréncia das principais doencas infecciosas (Ohtsuka et al., 2006).
Estudos com 6leos essenciais na alimentacdo de bezerros leiteiros demonstram que esses compostos
podem funcionar de forma semelhante aos ionéforos (um tipo de antibidtico promotor de crescimento
utilizado como aditivo alimentar; Calsamiglia et al., 2007), quando suplementados via concentrado
inicial. Eles podem influenciar o desenvolvimento do trato gastrointestinal, a atividade microbioldgica
do rumen, melhorar a eficiéncia alimentar e diminuir as doencas neonatais (Benchaar et al., 2008;
Cobellis et al., 2016).

A suplementacdo com éleos essenciais € realizada comumente via concentrado, entretanto,
0 consumo para bezerros é baixo nas primeiras semanas (Suarez-Mena et al., 2015) e,
concomitantemente, esse é o periodo de maior ocorréncia das doencas entéricas (McGuirk, 2008), o
gue justifica sua utilizacdo via dieta liquida. Existem diferencas descritas na literatura quanto a
aceitabilidade dos OEs, porém estas variam quanto ao método de fornecimento, planta utilizada e
processo de extracdo (Benchaar et al., 2008), com variacdo ainda entre espécie e categoria animal
(Stevanovic et al., 2018).

A depressdo do consumo relacionada aos extratos secundarios de plantas, parece ser uma
preocupacdo importante (Bach et al., 2012; Ginane et al., 2011). O sabor amargo caracteristico desses
ingredientes demonstra ter efeitos negativos na palatabilidade se manifestando na rejeicdo alimentar
(Ginane et al., 2011; Katsoulus et al., 2017) ou diminuicdo do consumo (Ahmed et al., 2009; Kolling et
al.,, 2016). A estratégia de fornecer esses compostos no sucedaneo lacteo tém demonstrado ser
benéfica quanto ao consumo (Fathi et al., 2009). Montoro et al. (2011) atribuiu essa melhor aceitacdo
a presenca de aditivos palatabilizantes nesses alimentos. Soltan (2009) utilizando os mesmos extratos
utilizados em nosso estudo, porém com dose mais baixa (3mL ou 281 mg/bezerro/dia), ndo observou

diferenca no consumo do sucedaneo.
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Por esses motivos, em nosso estudo também ndo houve diferenca no consumo da dieta
liquida, mesmo utilizando uma dose maior (4 mL), o que pode estar relacionado ao método de
fornecimento em balde com bico; a quantidade de dieta liquida fornecida (3L/refei¢cdo) que gera maior
estimulo de fome comparado com dieta a vontade ou até mesmo pelo uso do sucedaneo que possui
agentes palatabilizantes em sua formulacdo.

O periodo de fornecimento reduzido aos primeiros 28 dias de vida foi determinado nesse
estudo por também coincidir com o periodo de janela imunoldgica dos bezerros, ou seja, quando estdo
mais suscetiveis as principais doencas infecciosas (McGuirk, 2008), visando também uma maior
aplicabilidade econémica do produto. Esse pode ser um dos motivos de ndo terem sido encontradas
grandes alteragBes quanto a desempenho pré e pds-desaleitamento. Por outro lado, outros autores que
suplementaram durante todo o periodo de aleitamento também ndo encontraram importantes
alteracdes de desempenho (Santos et al., 2015; Campolina et al., 2021). Soltan (2009) observou que a
ingestdo de MST foi diminuida em bezerros suplementados com 0,09, 0,187 ou 0,281 g/bezerro/dia
durante todo o periodo de aleitamento com blend de OE semelhante ao do presente estudo (6leo de
eucalipto, cristal de mentol e éleo de horteld), no entanto, a taxa de conversdo alimentar foi melhor.

Beneficios adicionais dos OEs foram relatados, como aumento da ingestdo de concentrado
inicial (Hill et al., 2007), aumento do consumo de matéria seca (Swedzinski et al., 2020), eficiéncia
alimentar (Jeshari et al., 2016; Kazemi-Bonchenari et al., 2018) e ganhos de peso corporal (Hill et al.,
2007; Santos et al., 2015). Embora em nosso estudo ndo tenha sido observado efeito do dleo essencial
para os parametros de desempenho durante a fase de aleitamento, os bezerros suplementados
apresentaram tendéncia de maior consumo de matéria seca total no periodo de aleitamento. No
entanto, esta tendéncia ndo se manteve apds o desaleitamento.

A tendéncia em estimular a ingestdo promovida pelo OE pode estar ligada a melhora da saude
geral, uma vez que esses compostos podem controlar a proliferacdo de bactérias patogénicas. Froehlich
et al. (2017) demonstrou que a suplementacdo de bezerros com blend de OE (carvacrol, cariofileno, p-
cimeno, cineol, terpineno e timol) na dose de 2,5 g/d resultou em maiores GMD e medidas corporais; e
aumento da imunidade em comparagdo ao grupo controle e ao grupo que recebia o mesmo blend em
dose maior. Em nosso estudo, os bezerros apresentaram melhor escore de salde que pode contribuir
para a melhoria do desempenho préximo ao desaleitamento.

Nos estudos de Cakir (2004) e Salazar et al. (2019) os bezerros que recebiam suplementacéo
com OE durante a fase da aleitamento, ndo demonstraram diferenca nos dados de desempenho
durante o periodo de aleitamento. Contudo, observaram aumento significativo no GMD e EA apds o
desaleitamento o que mostra um efeito residual positivo dos OE até 15 dias apds sua interrupcdo. Em
nosso estudo, os bezerros SLOE apresentaram apenas uma tendéncia em melhorar as medidas

corporais apos o desaleitamento, o que pode estar relacionado ao periodo de oferta do blend, que foi
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apenas durante os primeiros 28 dias de vida. De forma geral, os bezerros apresentaram desempenho
bastante aquém ao esperado. E comum que bezerros que recebem sucedaneo lacteo tenham um
desempenho menor quando comparado a bezerros que recebem leite integral (Coelho et al., 2022).
Contudo, os bezerros do nosso experimento foram drasticamente desafiados pela alta ocorréncia de

tristeza parasitdria bovina e broncopneumonia durante todo o periodo experimental.

4.4.2. Metabdlitos sanguineos

Alguns autores estabeleceram relagdo da suplementagdo com déleos essenciais com o
aumento da imunidade através da maior produ¢do de imunoglobulinas G e M o que resultava em
aumento da proteina sérica total dos bezerros (Froehlich et al., 2017; Jahani-Azizabadi et al., 2022).
Estudos anteriores confirmaram que a concentragdo de IgG foi menor em bezerros com diarreia grave
do que em bezerros saudaveis (Villarroel et al., 2013). Nesse estudo, a diarreia ndo foi uma importante
problematica aos bezerros, o que pode ter colaborado para ndo haver diferenca entre os tratamentos
para proteina sérica.

Alguns autores descrevem que o uso de 6leos essenciais pode aumentar a sensibilidade a
insulina, o que pode ocasionar alteracGes na via da glicose e reducdo da glicose sanguinea (Campolina
et al., 2021; Katsoulos et al., 2017). Ardekani et al. (2010) relataram que o uso de éleo de cominho
causou diminuicdo da glicose, colesterol e triglicerideos no soro de camundongos. Soltan (2009) e
Hosoda et al. (2006) ndo encontraram alteracdo na concentracao de glicose sérica pela adicdo de dleo
de horteld, eucalipto e cristais de mentol. No presente estudo, a glicose também nao sofreu efeito do
uso de éleos essenciais, porém reduziu drasticamente na Ultima semana de aleitamento para ambos os
grupos. A menor concentracdo de glicose no plasma no periodo de desaleitamento esta associada ao
aumento da ingestdo de alimentos sélidos, principalmente concentrado, refletindo uma mudanca no
precursor energético de glicose para acidos graxos volateis provenientes da fermentacdo ruminal (Khan
et al., 2008). Por esse mesmo motivo, o indicador de desenvolvimento ruminal beta-hidroxibutirato

apresenta comportamento contrario com significativo aumento préximo ao desaleitamento.

4.4.3. Saude

De forma geral, os aditivos fitogénicos possuem efeitos benéficos promissores ao reduzir
microorganismos patogénicos intestinais que sdo responsaveis pela diarreia em bezerros, e promover

a melhora da resposta imune e, assim, melhorar a saldde geral, o desempenho e o estado metabdlico
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do bezerro (Katsoulos et al., 2017; Stefanska et al., 2021), além de reducdo do uso de antibidticos
durante o periodo de aleitamento (Soltan, 2009).

No presente estudo, a diarreia ndo foi um desafio importante, mas sim a tristeza parasitdria
bovina e a broncopneumonia. Por esse motivo, os parametros relacionados a diarreia ndo sofreram
efeito da suplementacdo com blend de 6leos essenciais, apenas o escore fecal apresentou efeito de
idade, ja que os bezerros tendem a ser mais susceptiveis nas primeiras semanas de vida (Aghakeshimiri
et al, 2017). Contudo, houve diferenca na saude geral quando sdo considerados os parametros
relacionados ao escore de satde. O escore utilizado nesse estudo, desenvolvido por McGuirk (2008), é
especifico para trato respiratério, e a autora considera positivo para broncopneumonia o bezerro que
recebe escore > 4.

Os bezerros SLOE apresentaram menor escore de saude, menos dias com escore > 4, além de
tendéncia a ter menos dias com tosse e menor necessidade de intervengcdo medicamentosa. Bampidis
et al. (2006) relatou que o uso de extrato de orégano pode ser tdo eficaz quanto a neomicina (aditivo
antibidtico) na prevencdo de doencas em bezerros. Os OE tendem a limitar a oportunidade de
populacBes bacterianas desenvolverem resisténcia espontanea, tornando-os importantes candidatos
para suplementacdo alimentar visando prevencdo de doencas (Yap et al., 2014). Froehlich et al. (2017)
relataram que a suplementacdo com OEs resultou em maior GMD e peso corporal, além do aumento
da imunidade através do aumento da producdo de imunoglobulinas.

A pneumonia geralmente estd associada a fase pds-desaleitamento. No entanto, pode afetar
bezerros mais jovens. Os problemas respiratdrios sdo causados por uma combinacdo de fatores
relacionados ao estado de imunidade, nutricdo, tipo de alojamento e estacdo do ano, e geram prejuizo
importante com medicamentos, cronicidade e perda de desempenho (McGuirk, 2008). Segundo Furneri
et al. (2012) e Perumal Samy et al. (2013) os OEs possuem compostos secundarios bioativos com
atividade antibacteriana capazes de reduzir a incidéncia de diarreia e infeccdes respiratdrias em
bezerros leiteiros. Além disso, Hill et al. (2007) observaram que bezerros alimentados com um blend
comercial de OE tiveram melhor desempenho e crescimento no d 0-35 do experimento. E a principal
via pela qual os OEs podem afetar o desempenho de bezerros em aleitamento serd por seus efeitos

antimicrobianos, antioxidantes e/ou anti-inflamatérios (Oh et al., 2017).

4.5. Conclusdo

Pode-se concluir que embora o desempenho ndo tenha sido afetado, a salde dos bezerros foi
influenciada pela suplementacdo da dieta liquida com oleos essenciais. Os possiveis efeitos

antimicrobianos, antioxidantes e anti-inflamatérios desses compostos fitogénicos, principalmente com
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acao no trato respiratorio, resultaram em melhora da sadde dos bezerros que receberam o blend,
indicada pelo menor escore de salde e menor gravidade do quadro clinico tendo em vista reducdo dos
dias com escore de saude sugestivo para pneumonia nos bezerros do tratamento SLOE.

Frente a isso, os dleos essenciais podem ser uma alternativa importante na prevencdo de
doencas respiratérias em bezerros neonatos, bem como, substituto relevante ao uso de aditivos

antibidticos na alimentacdo desses animais, embora mais estudos precisem ser realizados.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

Bezerros neonatos sdo altamente suscetiveis a doencas de carater infeccioso, principalmente
a diarreia neonatal e broncopneumonias. As perdas relacionadas a essas enfermidades incluem custo
com medicamentos, diminuicdo de desempenho, aumento da idade ao primeiro parto e diminuicdo de
produtividade futura. Embora essas doencas sejam multifatoriais, existem estratégias preventivas que
podem reduzir suas incidéncias, como a melhoria da qualidade microbioldgica da dieta liquida fornecida
e a utilizacdo de aditivos fitogénicos com ac¢do antimicrobiana.

Ambas estratégias utilizadas neste estudo demonstraram haver vantagens em sua utilizagdo.
A acidificagdo pode induzir o crescimento de bactérias benéficas durante episédios de diarreia e pode
ser uma alternativa consideravel a depender da possibilidade de refrigeracdo da dieta e do sistema de
aleitamento utilizado. O uso de extratos secundarios de plantas foi positivo na melhoria do status de

saude dos bezerros.
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APENDICES

APENDICE A.  Sistema de escore padronizado pela Universidade de Wisconsin (CHSC). Adaptado de MCGUIRK, 2008
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