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Abstrakt

Celem prowadzonych badan bylo okreslenie wplywu preparatu zawierajgcego bakterie
probiotyczne na przyrosty masy ciata oraz zdrowotnos¢ cielgt. Doswiadczenie
przeprowadzono na cieletach rasy polskiej holsztyno-fryzyjskiej w wieku od 2. do 60. dnia
Zycia. Badania przeprowadzono na 2 grupach cielgt: Grupa I (grupa kontrolna), Grupa Il
(doswiadczalna, otrzymujgca preparat probiotyczny). Czynnikiem doswiadczalnym byto
podawanie cieletom dwa razy dziennie po 20 ml preparatu zawierajgcego bakterie
probiotyczne. W celu wykonania analiz laboratoryjnych w trakcie doswiadczenia pobierano
krew oraz kal. Material pobierano w 7., 30. oraz 60. dniu od urodzenia (+/-2 dni). W
pobranej krwi wykonano analizy morfologiczne krwi, oznaczono poziom immunoglobulin w
klasach IgA, IgM i IgG, natomiast w kale wykonano badania mikrobiologiczne oraz
parazytologiczne. W trakcie badan prowadzono systematyczng ocene stanu zdrowia oraz
przyrostow masy ciala. Na podstawie uzyskanych wynikow u cielgt otrzymujqgcych preparat
probiotyczny (Grupa Il) stwierdzono o okoto 12% wigksze dzienne przyrosty masy ciafa oraz
wyzszq koncowqg wage ciata. W okresie badawczym stwierdzono nieregularne wahania liczby
leukocytow oraz hemoglobiny. Liczba erytrocytow oraz hematokryt dla obu grup wykazywaty
tendencje wzrostowe. Stezenia IgG, IgM, IgA w surowicy byly nieco wyzsze w grupie
otrzymujqcej preparat probiotyczny, najwyzsze wartosci IgG stwierdzono w obydwu grupach
W 0S0CZU W 7. dniu zZycia. Badania mikrobiologiczne katu wykazaly najwigkszq ogolng ilos¢
bakterii, zarowno w grupie I jak i 11 w pierwszym pobraniu, czyli w 7. dniu zycia, w kolejnych
terminach odnotowano ich istotny (p<0,05) spadek. Podobne zaleznosci stwierdzono w
przypadku E. coli oraz Clostridium perfringens. W badanym materiale stwierdzono jaja
nicieni zotgdkowo-jelitowych z rzedu Strongylida (Srednia intensywnos¢ inwazji od 20 do 40
EPG) oraz kokcydia z rodzaju Eimeria sp. (10-30 OPG). Badania parazytologiczne katu nie
wykazaly w Zadnej z badanych prob oocyst Cryptosporidium sp.. Uzyskane wyniki wskazujg,
iz podawanie preparatu probiotycznego korzystnie wplynelo na przyrosty masy ciata cielgt
oraz ich koncowg wage. Korzystnie wplynelo takze na parametry morfologiczne krwi, stezenie
immunoglobulin oraz mikroflore i parazytologie przewodu pokarmowego.

Stowa  kluczowe: cieleta, preparat probiotyczny, przyrosty masy ciata, parametry
morfologiczne, przeciwciata odpornosciowe
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Wstep

Najtrudniejszym okresem w hodowli cielat jest okres do konca 3. miesigca zycia (Stenzel 1
in., 2000). Pierwsze miesigce zycia cielgt to intensywny wzrost tkanek i narzgdow, rozwijaja
si¢ przedzotadki, a takze ksztaltuje si¢ odpornos¢ organizmu. Badania wykazuja, ze poziom
zarzadzania gospodarstwem ma duzy wplyw na zachorowalno$¢ i $miertelnos¢ cielat.
Pomimo znacznych postgpéw w hodowli i1 utrzymaniu cielgt mlecznych w Stanach
Zjednoczonych, jedno na dziesi¢¢ cielat umiera przed odsadzeniem (Hulbert i Moisa, 2016).
Smiertelnos¢ cielat w Holandii przed pierwszym rokiem zycia wynosi natomiast okoto 16,5%.
Dzielgc pierwszy rok zycia na trzy kategorie wiekowe, wspotczynnik umieralnosci w okresie
poporodowym cieleta (<14 dni) — wynosi 3,3%; u wezesnie odsadzonych (od 15 do 55 dni) —
4,5% a u odsadzonych >56 dni — 3,1% (Santman-Berends i in., 2019). Wynika to ze
znacznych zmian $rodowiskowych w tym okresie, przy jednoczesnej niskiej odpornosci
nowonarodzonych cielagt. W przebiegu prawidlowego wzrostu i rozwoju zwierzat istotng rolg
odgrywa mikroflora przewodu pokarmowego. Flora bakteryjna jelit reguluje procesy
trawienia, przemiany materii oraz aktywno$¢ ukladu odpornosciowego. W przypadku
zachwiania jej rownowagi naturalna odpornos¢ ulega obnizeniu i fatwiej moze dochodzi¢ do
zakazen, zwlaszcza wirusowych (Guarner 1 Malagelada, 2003). W badaniach wykazano, ze
zarowno probiotyki, jak i prebiotyki maja ogromny potencjat w zakresie produktywnosci
zwierzat gospodarskich (Uyeno i in., 2015). Probiotyki petnig wiele funkcji, w tym chronig
przed zaburzeniami enteropatycznymi (Timmerman i in., 2005), zwigkszaja wydajnosé
stosowanej paszy i przyrosty masy ciala (Lesmeister i in., 2004), wplywaja na sktad
mikroflory przewodu pokarmowego i utrzymanie zdrowia jelit, a poprzez stabilnos¢
metabolitow 1 modyfikacje uktadu odporno$ciowego korzystnie oddziatuja na zdrowie
zwierzat. Moga by¢ zatem alternatywnym rozwigzaniem w stosunku do antybiotykow (Allen i
in., 2013), ktorych stosowanie budzi obawy ze wzgledow bezpieczenstwa zwigzanego z
ryzykiem opornosci na antybiotyki oraz z powodu uwalniania antybiotykow do srodowiska 1
utrzymywania si¢ ich pozostatosci w produktach zwierzgcych (Martinez-Vaz i in., 2014; Mc
Allister i in., 2018). Mechanizmy dziatania probiotykéw nie zostaly jasno okreslone, jednak
uwaza si¢, ze bakterie poprzez produkcje kwasu mlekowego obnizaja pH w jelicie grubym
hamujagc w ten sposob wzrost bakterii patenogennych (Riddell i in., 2010). Stosowanie
dodatkow probiotycznych jest szczegdlnie wskazane w poczatkowym okresie zycia cielat.
Przyjmuje sig, ze jelito cielat noworodkow jest jalowe, a kolonizacja przewodu pokarmowego
rozpoczyna si¢ zaraz po urodzeniu, chociaz pojawiaja si¢ doniesienia o mozliwosci
kolonizacji mikrobiologicznej jelit cielat juz na etapie plodowym. Badania mikrobiomu
okotoporodowego nowonarodzonych cielat wskazuja na obecno$¢ niewielkiej ilosci bakterii.
W sklad flory bakteryjnej wchodzg Firmicutes, Proteobacteria, Actinobacteria i
Bacteroidetes. W pierwszym dniu zycia odbywa si¢ kolonizacja przewodu pokarmowego
przez bakterie bytujace w S$rodowisku takie jak Escherichia, Shigella i Clostridia, a
réznorodno$¢ mikrobiomu zaczyna si¢ ksztattowaé mniej wigcej po pierwszym tygodniu
zycia (Alipour i in., 2018; Villot i in., 2020). W miar¢ dorastania w jelicie grubym powstaje
ztozony i1 dynamicznie zmieniajacy si¢ ekosystem drobnoustrojéw o duzym zageszczeniu
zywych bakterii. Monitorowanie molekularne zbiorowisk bakteryjnych jelit cielat wykazato,
iz ulegaja one dynamicznym zmianom w ciggu pierwszych 12 tygodni zycia (Uyeno i in.,
2010).

Dziatanie i skuteczno$¢ probiotykow jest zalezna od szczepow, ktore si¢ wykorzystuje
(Bhat i Kapila, 2017). Lactobacillus casei 1k 2 ATCC 7469 jest szczepem, ktory wytwarza
biatko transportujace foliany (Henderson i in., 1985), inne bakterie nalezace do rodzajow
Lactobacillus i Bifidobacterium zdolne sa do wytwarzania kwasu foliowego (Rossi i in.,
2011) oraz reguluja poziom pirogronianu (Benito de Cardenas i in., 1987), ktérego poziom i
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przemiany w mleczany w wyniku stresu zwigzanego z porodem i odsadzeniem mogg byc¢
zaburzone. Stan taki u cielat moze powodowac problemy z detoksykacjg i niskim poziomem
ATP w mitochondriach, a co za tym idzie ostabieniem ich organizmu i odpornosci. Szczep
Lactobacillus casei 1k 2 ATCC 7469 szczego6lnie polecany jest dla cielat ze wzgledu na jego
role w transporcie kwasu foliowego, ktory bierze udzial w wielu przemianach w zywym
organizmie np. metabolizowanie niektérych aminokwasow, synteza puryn i pirymidyn,
synteza metioniny. Odpowiedni jego poziom utrzymuje w dobrej kondycji uktad
krwiotworczy oraz nabtonek przewodu pokarmowego. Niedobory wynikajace ze standow
wiekszego zuzycia takie jak biegunka i niedokrwistosci, rzutujg na stan zdrowia mtodego
organizmu. Badania prowadzone na mlodych zwierzgtach pokazuja, ze krancowy niedobor
kwasu foliowego moze rozwing¢ si¢ u cielat lub jagnigt w okresie po odsadzeniu, az do
osiggnigcia pelnej funkcji zwacza (Dumoulin i in., 1991). Z kolei Lactobacillus plantarum
ATCC 8014 jest odpowiedzialny migdzy innymi za konwersje i metabolizm D-biotyny oraz
transport i akumulacj¢ biotyny. Biotyna odgrywa wazng role¢ w metabolizmie kwasow
thuszczowych 1 glukozy, jak rowniez ma wptyw na zmiany w syntezie widkien keratynowych
i r6znicowanie tkanki naskorka, rogdow 1 kopyt.

Nie do konca poznane sa jeszcze mechanizmy molekularne interakcji miedzy
zywicielem — ssakiem a jego mikrobiomem. Najnowsze badania sugeruja, ze metabolity
produkowane przez bakterie jelitowe mogg wpltywac na ekspresje gendow ssakOw poprzez
modyfikacj¢ epigenetyczng (Ye i in., 2017). Pomimo duzej ilosci dostgpnych preparatow
zawierajacych mikroorganizmy probiotyczne, ktore s dostepne w sprzedazy, konieczne jest
prowadzenie probiotykoterapii celowanej dostosowanej do potrzeb indywidualnego
gospodarstwa i zwierzgcia (Raabis i in., 2019). Istnieja dowody, ze mikrobiom jelitowy
odgrywa istotng role w stymulacji uktadu odpornosciowego, a brak rownowagi bakterii w
uktadzie pokarmowym moze przyczynia¢ si¢ do rozwoju wielu chor6b (Bouskra i in., 2008).
Istnieje konieczno$¢ prowadzenia dalszych badan nad mozliwoscia wykorzystania
mikroorganizméw w odchowie cielat. Stad tez podjeto badania oceny wplywu preparatu
probiotycznego na zdrowotno$¢ oraz przyrosty masy ciala cielgt w pierwszych 60 dniach ich
odchowu.

Material i metody

Doswiadczenie przeprowadzono na fermie krow mlecznych w ZD Kobylany na 20
cieliczkach rasy polskiej holsztyno-fryzyjskiej w wieku od 2. do 60. dnia zycia. Doboru cielat
do doswiadczenia dokonywano po uprzednim okresleniu ilosci IgG w siarze, przy uzyciu
colostrometru. Do doswiadczenia wybierane byty cieliczki od krow, u ktérych zawartos¢ IgG
w mleku oscylowala na poziomie 50-80 g'I, co pozwolito na uzyskanie ujednoliconego pod
wzgledem odpornosci 1 mozliwosci adaptacji materiatu do$wiadczalnego. Cieliczki
podzielono na dwie grupy: grupe I — kontrolng oraz grupe I — doswiadczalng. Zwierzetom z
grupy doswiadczalnej podawano preparat zawierajacy bakterie probiotyczne, dwa razy
dziennie po 20 ml preparatu. Preparat wg oznaczen producenta zawieral: Saccharomyces
cerevisiae: 3,0x10* cfu/ml IFO 0203, mezofilne bakterie fermentacji mlekowej (Lactobacillus
casei 1k 2 ATCC 7469, Lactobacillus plantarum 1 k 2 ATCC 8014) 5,0x10’ cfu/ml oraz
melase trzcinowa. Podawanie preparatu rozpoczeto w 2. dobie i podawano do 60. dnia zycia.
Zgodnie z przyjetym na fermie sposobem zarzadzania wszystkie cieleta po odlaczeniu od
matki w 3. dniu po wycieleniu trafiaty do cieletnika i odpajane byly preparatem
mlekozastepczym w stacji odpajania do 60. dnia zycia. W gospodarstwie prowadzona byta
indywidualna kontrola pobrania iloéci preparatu mlekozastgpczego przez cielgta. Cieliczki do
30. dnia pobieraty 6 1 preparatu/dzien (135 g preparatu na 1 1 wody czyli 810 g na dzien),
cieliczki starsze pobieraty 8 1 preparatu/dzien (1080 g preparatu na dzien). Od Samego
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poczatku zwierzgta mialy staty dostep do wody i1 przyuczane byly do pobierania pasz —
najpierw ze stacji, a nastgpnie pasz tresciwych. Zawarto$¢ biatka w paszach dla cielat
(preparat mlekozastepczy, musli, mieszanka CJ) ksztaltowata si¢ na poziomie 20-22%.
Preparat mlekozastgpczy zawieral: 20% biatka surowego, 10% popiotu surowego, 18%
stanowity oleje 1 tluszcze surowe, 1,9% lizyna, 0,9% wapn, 0,7% fosfor 1 0,8% sod.
Mieszanka paszowa uzupelniajaca dla cielat zawierata kukurydze, susz z lucerny, jeczmien,
poekstrakcyjng $rute sojowa z nasion bezluskowych, poddang obrébce cieplnej, melasg
buraczang, weglan wapnia, chlorek sodu, fosforan jednowapniowy oraz fosforan magnezu.
Sktad chemiczny mieszanki byt nastepujacy: 18,25% biatko surowe, 8,40% popidt surowy,
2,50% thuszcz surowy, 7,30% witokno surowe. W celu okreslenia przyrostow masy ciata
wazono zwierzeta zaraz po urodzeniu oraz W 60. dniu zycia. W trakcie trwania doswiadczenia
wykonywano codzienng ocen¢ statusu zdrowotnego cielagt. Harmonogram do$wiadczenia
dostosowano do czynnos$ci wykonywanych na fermie. Do wykonania analiz laboratoryjnych
wykorzystano material (krew oraz kal) pobierany na fermie rutynowo do przesiewowych
badan weterynaryjnych oceniajacych stan zdrowia zwierzat. Material pobierany byt zgodnie z
procedurami. Krew pobierano z zyty jarzmowej, bezposrednio po pobraniu przekazywano ja
do laboratorium weterynaryjnego, gdzie wykonano analize¢ morfologiczng krwi z rozmazem.
Cze$¢ krwi odwirowywano, a W surowicy wykonywano oznaczenia poziomu immunoglobulin
(klas 1gG, IgA oraz IgM) metoda immunoenzymatyczng testem ELISA. Kal do badan
pobierano z odbytu. Bezposrednio po pobraniu przewozono w warunkach chtodniczych do
laboratorium w celu wykonania oznaczen mikrobiologicznych. Probki katu odwazano po 10 g
i mieszano z 90 cm?® plynu fizjologicznego w celu wykonania rozcienczenia wyjsciowego 0,1
cm®. W celu oznaczenia wybranych grup drobnoustrojow i okreslenia ich liczebnosci
zastosowano podtoza mikrobiologiczne: Podtoze TSA do oznaczenia ogélnej liczby bakterii
tlenowych mezofilnych — hodowla 24h, 37°C. Podtoze SS (réznicujaco-wybidrcze podloze
agarowe) — Salmonella sp. i Shigella, hodowla 24h, 37°C. Podloze Chapmana —
Staphylococcus sp., hodowla 24h, 37°C, Agar Endo — Escherichia coli, hodowla 24h, 44°C,
Podloze Wilsona-Blaira — Clostridium perfringens, hodowla 24h, 37°C. Badania
parazytologiczne kalu zostaty wykonane metoda McMastera z wirowaniem w celu wykrycia
inwazji pasozytow uktadu pokarmowego (Roepstorff i Nansen, 1998) oraz zmodyfikowang
metodg Ziehla-Neelsena, w celu wykrycia inwazji Cryptosporidium sp. (Henriksen i Pohlenz,
1981). Oznaczenia mikrobiologiczne wykonano w Katedrze Mikrobiologii, a badania
parazytologiczne w Zaktadzie Zoologii Srodowiskowej Uniwersytetu Rolniczego w Krakowie
zgodnie z przyjeta 1 opisang metodyka badan. Badania hematologiczne krwi,
mikrobiologiczne i parazytologiczne katu cielat wykonywano w 7., 30. i 60. dniu ich
odchowu. Otrzymane wyniki poddano analizie za pomocg testu ANOVA i testu Duncana przy
uzyciu programu Statistica 12 (StatSoft, Poland 2013).

Wyniki

W przeprowadzonym doswiadczeniu, w trakcie 60 dni odchowu stwierdzono wyzsze
przyrosty masy ciata cielat w grupie otrzymujacej preparat probiotyczny, W grupie |
sredniodobowe przyrosty wynosity 480 g, natomiast w grupie II byly o okoto 12% wyzsze w
stosunku do grupy kontrolnej i wynosity $rednio 536 g-dz! (tab. 1). Wyniki analizy
wskaznikow morfologicznych krwi cieliczek przedstawiono w tabeli 2. W okresie
badawczym stwierdzono nieregularne wahania liczby leukocytow oraz hemoglobiny. Liczba
erytrocytow oraz hematokryt dla obu grup wykazywaty tendencje wzrostowe. Liczba biatych
krwinek w obydwu grupach utrzymywala si¢ w goérnych granicach uznawanych norm
(Baumgartner, 2005). W grupie kontrolnej w 30. dniu zanotowano istotny (p<0,05) wzrost
liczby WBC do poziomu przekraczajacego przyjete normy, jednak w kolejnym badaniu byty
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one zgodne z normami referencyjnymi. Najwyzszy procentowy udzial limfocytow
stwierdzono w krwi cieliczek grupy I (kontrolnej) w 60. dniu zycia, natomiast najnizszy w

grupie II w pierwszym tygodniu zycia.

Tabela 1. Wplyw preparatu probiotycznego na przyrosty masy ciata Cielat i wystepowanie biegunki

Table 1. Effect of probiotic preparation on body weight gain of calves and incidence of diarrhea

Wyszczegodlnienie
Item

Grupa |
Group |

Grupa Il
Group 11

Waga urodzeniowa (kg)

Birth weight (kg)

Waga w 60. dniu zycia (kg)

Weight at 60 days of age (kg)

Srednie dzienne przyrosty masy ciata (g/dzief)
Average daily weight gain (g-day™)

% cielat z biegunka

% of calves with diarrhea

41,9a
70,6a
480a

18b

42,2a
74,40
536b

12a

a, b — roznice istotne (p<0,05)
a, b — significant differences (p<0.05)

Tabela 2. Parametry hematologiczne krwi cielat
Table 2. Hematological blood parameters in calves

Parametry krwi
Blood parameters

Grupa |
Group |

Grupa Il
Group Il

7*

30

60

7 30 60

WBC - Liczba biatych krwinek
White blood cells (G-1)

RBC — Liczba czerwonych krwinek
Red blood cells (T-1'%)

HGB — Poziom hemoglobiny
Hemoglobin concentration (mmol-1%)
Hct — Hematokryt

Hematocrit value (1-1'%)

MCV — Srednia objetosé erytrocytu
Mean corpuscular volume (fl)

RDW — Rozpigtos¢ rozktadu wielkosci erytrocytow
Red blood cell distribution width (%)
PLT — Ptytki krwi

Blood platelets (G-1')

MPV — Srednia objetos¢ ptytek krwi
Mean platelet volume (fl)

10,65ab
7,04a
5,98b
0,28a

39,80b

16,75c
563c

5,00

13,18¢c
7,39ab
5,55a
0,27a
36,55a
16,25bc
525b

5,00

9,57a
8,22¢c
6,15b
0,29b
35,35a
15,33a
507b

5,20

11,30b  10,43ab 11,40b
7,59b 7,90b 8,52¢c
6,77c 6,00b 6,40bc
0,32c 0,29b 0,30b

42,10b 36,70a 35,20a
15,43a 15,83b 15,08a
587c 472a 509b

5,00 5,00 5,00

Rozmaz manualny wg Schillinga:
Manual blood smear according to Schilling:

Granulocyty kwasochtonne (%)
Eosinophilic granulocytes (%)
Segmentowane neutrofile (%)
Neutrophilic granulocytes (%)
Limfocyty (%)

Lymphocytes (%)

Monocyty (%)

Monocytes (%)

Zasadochtonne bazofile (%)
Basophilic granulocytes (%)

40b

56ab

44b

52a

16a

77c

56¢

40a

34ab 32ab

61b 63b

a, b, ¢ — réznice istotne (p<0,05)

a, b, ¢ — significant differences (p<0.05)
*7., 30. i 60. dzien po urodzeniu

*7, 30 and 60 days after birth
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b)

Koncentracja immunoglobulin IgG (g-1"") w krwi
Concentration of 1gG immunoglobulins in the blood (g-1")

Koncentracja immunoglobulin IgM (g-1"") w krwi
Concentration of [gM immunoglobulins in the blood (g-1'')

23,00
21,00
19,00
17.00
15,00
13,00
11.00

9,00
7,00

3

5,00

)

0,40

0.30

0,20

1
Grupa I Grupa T Grupa | Grupal Grupa Grupa I
Group [ Group | Group | Group [ Group T Group |

7 dzien 7 day ‘ 30 dzien 30 day ‘ 60 dzien 60 day
T

T J

]
Grupa | Grupa Il Grupa [ Grupa 1l Grupal Grupa Il
Group T Group IT Group T Group TI Group T Group IT
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Koncentracja immunoglobulin IgA (g1 w krwi
Concentration of IgA immunoglobulins in the blood (g'1™")

Grupa |
Group [

7 dzien 7 day ‘ 30 dzien 30 day 60 dzien 60 day ‘

Grupa II
Group I1

Grupa |
Group |

Grupa Il
Group 11

Grupa |
Group |

Grupa II
Group II

Wykres 1. Koncentracja immunoglobulin w krwi cielat (g17)
Figure 1. The immunoglobulin concentration in blood of calves (g'I%)

W zaleznosci od wieku cielat uzyskano zréznicowany poziom erytrocytow. Najnizsze
warto$ci zaobserwowano w obydwu grupach na poczatku badan, natomiast najwyzsze w 60.
dniu zycia. Najwyzsze stezenie hemoglobiny (6,77 mmol-1*) i warto§¢ hematokrytu (0,32 1-1%)
stwierdzono w grupie otrzymujacej preparat probiotyczny W 7. dniu Zycia, najnizsze wartosci
stwierdzono w 30. dniu zycia w grupie kontrolnej i wynosity one odpowiednio 5,55 mmol-17 i
0,27 1-1t. Pozostale parametry czerwonokrwinkowe takie jak MCV, MCH i MCHC wraz z
wiekiem cieliczek ulegaty obnizeniu. Najwyzsze ich wartosci stwierdzono w 7. dniu Zycia,
natomiast nie wykazano istotnych statystycznie roznic pomiedzy 30. i 60. dniem.

Wyzsze stezenia IgG, IgM, IgA stwierdzono w surowicy grupy otrzymujacej preparat
probiotyczny (wykres 1a, b, ¢). Najwyzszy poziom 1gG stwierdzono w obydwu grupach w 7.
dniu Zycia, w kolejnych pobraniach wartosci te ulegaly obnizeniu. Podobne zalezno$ci
stwierdzono w przypadku zawartosci IgA, ktore najwyzsze byto w 7. dniu, natomiast w 30. i
60. byto na zblizonym poziomie. W przypadku koncentracji IgM stwierdzono wzrost w
kolejnych dniach zycia.

W przeprowadzonych badaniach mikrobiologicznych kalu najwigksza ilo$¢ ogodlnej
liczby bakterii tlenowych mezofilnych wykazano w 7. dniu zycia cielat, zarowno w grupie
kontrolnej 1, jak i doswiadczalnej 11 (tab. 3). W 30. i 60. dniu zycia cielgt odnotowano istotny
(p<0,05) spadek ogodlnej liczby bakterii. Podobne zaleznosci stwierdzono w przypadku E. coli
oraz Clostridium perfringens. W pierwszym miesigc zycia cielat Stwierdzono istotny wzrost
ilosci bakterii Staphylococcus sp. w kale cieliczek. W kale cielat w wieku do 7. dnia zycia, w
zadnej z probek nie stwierdzono obecnosci Samonelli sp. (tab. 4). Natomiast w kale pobranym
w 60. dniu zycia stwierdzono obecno$¢ tych bakterii zarowno w grupie kontrolnej jak i grupie
otrzymujacej probiotyki, w grupie | kontrolnej ilo$¢ bakterii byta kilkukrotnie wyzsza niz w
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doswiadczalnej. W badanym materiale stwierdzono jaja nicieni zotadkowo-jelitowych z rzedu
Strongylida (Srednia intensywnos¢ inwazji od 20 do 40 EPG) oraz kokcydia z rodzaju Eimeria
sp. (10- 30 OPG). Badania parazytologiczne katu nie wykazaly w zadnej z badanych prob
oocyst Cryptosporidium sp.

Tabela 3. Badania mikrobiologiczne katu (jtk-1 cm3)
Table 3. Fecal microbiological tests (cfu-1 cm)

Ogolna liczba
bakterii
Czas tlenowych
Grupa pobrania mezofilnych . . Clostridium
Group Collection Total no. of Salmonella sp. Shigella E. coli Staphylococcus sp. perfringens
time aerobic
mesophilic
bacteria
7 284344000d nw. 624346d 239350e 81767¢c 134600b
g;gﬁg 'I 30 12556667a 17a 487608c  271020d 242661e 15253
60 8221667a 106b 183575a 28392h 81433c 1778a
7 112900000c nw. 585570d 219044e 43256b 212145¢
;L”uppal'l' 30 70250000b 0 337800b  188000c 115800d 1500a
60 31135714b 14a 171944a 10193a 17486a 1427a

a, b, ¢, d, e — réznice istotne (p<0,05); nw. — nie wykryto
a, b, ¢, d, e — significant diferences (p<0.05); nw. — not detected

Tabela 4. Badania parazytologiczne katu
Table 4. Fecal parasitological tests

Grupa Czas pobrania N Strongylida Cryptosporidium sp.
Group Collection time Eimeria sp. (OPG) (EPG) (+/-)
7 0 0 -
Grupa |
Group | 30 0 0 )
60 30c 40b -
7 30c 0 -
Grupa ll 30 20b 40b -
Group Il
60 10a 20a -

a, b, ¢ — réznice istotne (p<0,05)
a, b, ¢ — significant differences (p<0.05)

Omowienie wynikow

W okresie odchowu cielat wybrane kultury bakteryjne coraz czgsciej stosowane sg jako
probiotyki i prebiotyki (Schamberger i Diez-Gonzalez, 2002; Tkalcic i in., 2007). W
badaniach wykazano, iz drobnoustroje zawarte w probiotykach szybko namnazaja si¢ W
przewodzie pokarmowym, konkurujac z enterotoksycznymi szczepami E. coli i innymi
bakteriami patogennymi, ponadto stabilizujg kwasowos$¢ przewodu pokarmowego Oraz
zmniejszaja czgsto$S¢ wystepowania biegunek (Von Buenau i in., 2005; Timmerman i in.,
2005). Wyniki badan dotyczace stosowania probiotykéw u cielat sa jednak niejednoznaczne.
Badania wykazuja, iz probiotyki i prebiotyki moga poprawia¢ strawnos¢ suchej masy,
pobranie biatka surowego i aminokwasow (Li i in., 2008; Kong i in., 2011) oraz zwigkszac
biodostepnos¢ mineratow w jelitach. Udowodniono, ze zastosowanie probiotykoéw korzystnie
wplywa na poprawe wynikow odchowu, w tym przyrost masy ciata i konwersj¢ paszy, a takze
sredni dzienny przyrost w pierwszych dwoch tygodniach zycia. U zwierzat stwierdzano
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zmniejszong czestotliwo$¢ wystepowania i czas trwania biegunki (Abe i in., 1995;
Timmerman 1 in., 2005). Zmniejsza si¢ procent upadkéw, jak roéwniez wystgpowania
przypadkéw chorob drog oddechowych i biegunek, co przektada si¢ na poprawe zdrowotnosci
I wicksze przyrosty masy ciata cielgt (Agarwal i in., 2002, Timmerman i in., 2005). Niektorzy
autorzy nie wykazuja zadnych korzysci stosowania probiotykow (Higgenbotham i Bath, 1993;
Riddell i in., 2010). Roéznice te moga wynika¢ z zastosowanych szczepow probiotycznych,
dawkowania probiotykoéw, rodzaju i sktadu stosowanej paszy czy tez gatunku badanych
zwierzat.

Stwierdzony w niniejszym do$wiadczeniu korzystny wptyw probiotykow na dzienne
przyrosty masy ciata koresponduje z wynikami innych doswiadczen (Lesmeister i in., 2004;
Timmerman i in., 2005; Roodposhti i Dabiri, 2012). Lesmeister i in. (2004) odnotowali
poprawe $redniodobowych przyrostow masy ciata po dodaniu 2% suplementacji probiotyku
do diety cielat. Podobnie Roodposhti i Dabiri (2012) stwierdzili istotnie wigksze (p<0,05)
Srednie dzienne przyrosty u cielat karmionych probiotykiem, prebiotykiem i synbiotykiem. W
badaniach, ktére przeprowadzili Timmerman i in. (2005), podczas 8-tygodniowego
doswiadczenia wykazano, ze podawanie probiotykdw cieletom istotnie wptyngto na $rednie
dzienne przyrosty masy ciala oraz efektywno$¢ karmienia. Stosowanie probiotykow
zmniejszyto czestos¢ wystepowania biegunki i1 $rednig liczb¢ dni z biegunka, takze
$miertelno$¢ byla zwykle nizsza po podaniu preparatu mlekozastepczego z probiotykami.
Whyniki przeprowadzonego badania sugeruja, iz dziatanie probiotykoéw jest silniejsze w
sytuacjach stresowych, takich jak transport, nowe $rodowisko, zmiana diety czy presja
infekcyjna (Timmerman i in., 2005). Potwierdzaja to takze badania Riddell i in. (2010), w
ktorych nie wykazano wptywu podawania probiotyku na spozycie suchej masy oraz sredni
dzienny przyrost masy ciata. Brak r6znic w przyrostach oraz stanie zdrowia autorzy ttumacza
tym, iz cieleta utrzymywane w pomieszczeniach zamknigtych, w §rodowisku o kontrolowanej
temperaturze z niewielkim dodatkowym stresorem mogg nie wykazywac korzystnej reakcji na
probiotyki.

Preparat wykorzystany w badaniach wlasnych zawieral szczep Saccharomyces
cerevisiae, ktory wykazuje wyjatkowe wiasciwosci probiotycze. Jego odpornos¢ na kwasne
$rodowisko, z6té oraz temperature nawet do 60°C sprawia, ze dociera do jelit i dynamicznie
modeluje ich srodowisko pomimo braku kolonizacji (Thorsteinsson i in., 2020; Pais i in.,
2020). Przyczynia si¢ on do zmniejszenia stanu zapalnego, hamujac wytwarzanie cytokin
prozapalnych. Ogranicza wzrost 1 przyleganie do blon S$luzowych bakteriom
chorobotworczym takim jak Escherichia coli oraz Salmonella lub uszczelnia barierg jelitowa
w przypadku infekcji bakterig Shigella flexneri (Pothoulakis, 2009). W przypadku zakazen
Clostridium difficile, ktore wywotujg stan zapalny jelit, produkujac egzotoksyny A i B,
Saccharomyces cerevisiae uwalnia specyficzng proteazg, ktora trawi toksyny, jak i miejsca
wigzania ich z receptorami (Castagliuolo i in., 1996). W badaniach stwierdzono zréznicowane
efekty koncowe zastosowania tego szczepu. Villot i in. (2019) stwierdzili, ze pomimo braku
wzrostu dziennych przyrostow, koncowej masy ciala cielat oraz zuzycia paszy u cielat
suplementujacych Saccharomyces ilos¢ przypadkéw wystgpowania biegunek byta mniejsza w
poréwnaniu do cielagt bez suplementacji. Odnotowano takze korzystny wplyw tego
mikroorganizmu na zwierz¢ta z biegunka. Autorzy nie stwierdzili obnizenia $rednich
dziennych przyrostow pomimo choroby cielat, przy jednoczesnym zmniejszeniu zaburzen
mikrobiomu katowego w poréwnaniu do cielat niesuplementowanych (Villot i in., 2019).

Waznym wskaznikiem wlasciwej homeostazy organizmu sg parametry morfologiczne
krwi. W przeprowadzonym badaniu warto$ci parametrow hematologicznych miescity w
zakresie wartosci referencyjnych dla cielat klinicznie zdrowych, podawanych przez
Baumgartnera (2005) oraz Knowlesa i in. (2000). Wazrost liczby czerwonych krwinek
stwierdzony w kolejnych dniach odchowu koresponduje z wynikami badan Mohri i in. (2007)
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oraz Kupczynskiego i in. (2008), w ktorych stwierdzono fizjologiczny wzrost liczby
erytrocytow we krwi z wiekiem cielat. Spadek poziomu hemoglobiny we krwi od urodzenia
do pierwszych tygodni zycia mtodych cielgt mozna uznaé za trend fizjologiczny (Mohri i in.,
2007). Liczba leukocytow w 7. i 60. dniu zycia cielat w grupie otrzymujacej probiotyki,
przyjmujgca goérne wartosci norm, koresponduje z wynikami innych badan. Agazzi i in.
(2014) stwierdzili, ze podczas podawania probiotyku profil hematologiczny cielat odpowiadat
fizjologicznemu trendowi ogolnie obserwowanemu w pierwszych fazach zycia. Autorzy ci
stwierdzili, ze przez caly okres eksperymentu w grupie do$wiadczalnej i kontrolnej
wystepowata nieznaczna limfopenia, zwigzana z monocytozg i neutrofilia. Poziom
hemoglobiny i odsetek eozynofili byty istotnie wyzsze w grupie otrzymujacej probiotyk w 8.
dniu zycia, natomiast odsetek bazofili zmniejszy? si¢ pod koniec badania (Agazzi i in., 2014).
Wyniki badan Qadis i in. (2014) sugeruja, iz leukocyty krwi obwodowej u zdrowych cielat
moga by¢ stymulowane przez mikroflor¢ przewodu pokarmowego, ktoérej dzialanie
dodatkowo poteguje podanie probiotykow. Podawanie probiotyku na bazie bakterii moze u
cielagt odsadzonych od matki wzmocni¢ funkcj¢ odpornosciowa komorek. Constable i in.
(2001) wykazali, iz u cielat z objawami biegunki wystepuje wzrost wartosci hematokrytu, a
takze poziomu hemoglobiny i MCHC, czemu towarzyszy zmniejszenie si¢ MCV. Natomiast
badania Roodposhti i Dabiri (2012) nie wykazaty interakcji pomiedzy czasem podawania
probiotyku a liczbg biatych krwinek, st¢zeniem neutrofili, limfocytow i monocytow. Podobnie
Omran i in. (2020) stwierdzili, iz zastosowanie probiotykdw nie miato znaczacego wptywu na
parametry biatych i czerwonych krwinek.

Bierne przenoszenie odpornosci z siary jest wazne dla zdrowia cielat; niepowodzenie
pasywnego przenoszenia odporno$ci (FPT) wigze si¢ ze zwigekszong zachorowalnoscia i
$miertelnoscia cielat (Vogels i in., 2013; Boccardo i in., 2016), nizsza produktywnoscig i
zwigkszonym ryzykiem uboju w pozniejszym okresie zycia (Faber i in., 2005). Stezenie IgG
w surowicy cielgt stopniowo wzrasta po wchtonigciu przez przewod pokarmowy 1gG z siary,
przy czym maksymalne stgzenie obserwuje si¢ po okoto 24-36 godzinach po karmieniu.
Natomiast endogenna produkcja immunoglobulin klas G i M rozpoczyna si¢ pomigdzy 1. a 2.
tygodniem Zzycia, powodujac wtorny wzrost stezenia IgG (Hassig i in., 2007). Przyjmuje si¢,
ze u prawidlowo zaopatrzonych w siare cielgt stezenie immunoglobuliny G w surowicy w
drugiej dobie zycia powinno przekraczaé 15 g-17, chociaz juz stezenie powyzej 10 g-1" uznaje
si¢ za wystarczajace (Skrzypczak 1 in., 2011). Stwierdzenie nizSzego poziomu
immunoglobulin (<10 g-I"!) wskazuje na niedobér transferu odpornoéci biernej (FTP). W
takiej sytuacji dwukrotnie wzrasta ryzyko zachorowania, a 4-krotnie — ryzyko $mierci cielat
(McGee i in., 2005, 2006). Uzyskane w badaniach wiasnych wysokie stezenie
immunoglobulin u cielgt obu badanych grup $wiadczy o dobrym transferze odpornosci
siarowej. Wyzsze zawartosci immunoglobulin badanych klas wykazane w grupie
otrzymujacej preparat probiotyczny sg zbiezne z wynikami badan Roodposhti i Dabiri (2012),
ktorzy wykazali wyzsze stezenie IgGl w osoczu w przypadku stosowania preparatéw
synbiotycznych i prebiotycznych, ale rdznice te nie byly znaczace. Natomiast Morrill i in.
(1995) i Riddell i in. (2010) wykazali, ze suplementacja probiotykami nie miata istotnego
wplywu na stezenie immunoglobuliny u cielgt. Stwierdzone najwyzsze stezenie przeciwciat
IgG w 7. dniu zycia jest wynikiem biernego transferu przeciwcial z siary, ktory sprawia iz
poziom IgG w 0soczu u cielat jest najwyzszy po urodzeniu, a nast¢pnie spada az do momentu,
gdy zwierzg jest w stanie wytworzy¢ wiasne przeciwciata (Riddell i in., 2010).

Stosowanie bakterii kwasu mlekowego (LAB) zostato zidentyfikowane jako narzedzie
do utrzymania roéwnowagi mikrobiologicznej jelit 1 zapobiegania tworzeniu si¢
oportunistycznych patogennych populacji bakterii. Uwaza sie, ze bakterie kwasu mlekowego
wykazuja dziatanie przeciwko Escherichia coli i Salmonella sp., ktore mozna uznaé¢ za
mikrobiologiczne wskazniki zdrowia jelit. Stwierdzona mniejsza liczba bakterii E. coli w kale
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cielat otrzymujacych preparat probiotyczny koresponduje z wynikami innych doswiadczen
(Elam i in., 2003; Roodposhti i Dabiri, 2012; Agazzi i in., 2014). Roodposhti i Dabiri (2012)
wykazali, iz liczba bakterii E. coli jest mniejsza w grupie otrzymujacej probiotyki. Dziatanie
to dodatkowo zwicksza si¢, gdy jednoczesnie podawane sg probiotyki, prebiotyki i
synbiotyki. Prawdopodobnie wynika to z tego, iz mikroorganizmy probiotyczne wytwarzaja
substancje (kwasy organiczne, nadtlenek wodoru i bakteriocyny), ktore wykazuja dziatanie
przeciwdrobnoustrojowe, dlatego mogg dziata¢ hamujaco na niektore patogeny (Roodposhti i
Dabiri, 2012). Korzystne dzialanie wynika takze ze wspotzawodnictwa pomigdzy bakteriami
probiotycznymi a bakteriami szkodliwymi o Kkolonizacje powierzchni nablonka jelita.
Badania, ktore przeprowadzili Elam i in. (2003), wykazaty zmniejszenie bakterii E. coli w
kale wotdw, w wyniku zastosowania Lactobacillus acidophilus. Agazzi i in. (2014) wykazali
wigkszg liczebno$¢ bakterii z grupy Lactobacillus w stosunku do E. coli w grupie
otrzymujacej probiotyk, co sugeruje korzystng rownowage w mikroflorze jelitowej. Natomiast
badania Abneya (2001) nie wykazaly znaczacej réznicy w ilosci E. coli w kale cielat
otrzymujacych probiotyki i prebiotyki w stosunku do grupy kontrolnej.

Przed odsadzeniem cielgta sg podatne na wiele patogenow, ktore moga wplywac na
ich p6zniejsza wydajnosé. Kokcydioza jest wskazana jako wazna przyczyna biegunek u cielat.
Infekcja rozwija si¢ przez spozycie sporulowanych oocyst z zanieczyszczonej paszy, wody
czy w wyniku lizania skazonych powierzchni. Pojawia si¢ czgsto w obiektach z obnizong
higieng, wyzszym zageszczeniem zwierzat oraz stanami stresowymi, takimi jak np.
odsadzanie (Verma i in., 2018). Zakazenie Eimeria sp. ma wysoka chorobowos$¢ zwlaszcza u
cielat, powodujac kokcydioze kliniczng lub subkliniczng. Eimeria sp. cz¢sto wystepuja takze
w odchodach zdrowych cielat, dlatego tez nalezy prowadzi¢ jednocze$nie obserwacje
kliniczne biegunki i badania kalu w kierunku Eimeria sp. (Cornelissen i in., 1995).
Ekonomiczny wptyw kokcydiozy klinicznej, ale takze subklinicznej, na przemyst rolniczy jest
znaczny, zaréwno ze wzgledu na koszt leczenia, jak 1 obnizong wydajnos¢ chorych zwierzat.

W wigkszosci przypadkow pozytywne wyniki dziatania probiotykow dotycza wzrostu
wydajnosci u réznych gatunkéw zwierzat i traktowane sa jako czynniki wplywajace na
ksztattowanie mikroflory w jelitowej, co w konsekwencji prowadzi do nizszej czgstosci
wystgpowania patogendw 1 wyzszego wykorzystania sktadnikow odzywczych. Wyniki
uzyskane na podstawie przeprowadzonych badan wskazuja, iz podawanie preparatu
probiotycznego korzystnie wptyneto na przyrosty masy ciala cielat oraz ich koncowa wage.
Korzystnie wptyngto takze na parametry morfologiczne krwi, stezenie immunoglobulin oraz
mikroflore 1 parazytologi¢ przewodu pokarmowego.
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EFFECT OF PROBIOTIC PREPARATION ON WEIGHT GAIN, IMMUNE SYSTEM
STATUS AND HEALTH OF CALVES

Iwona Radkowska, Agata Szewczyk
SUMMARY

The aim of the study was to determine the effect of a preparation containing probiotic bacteria
on body weight gain and health of calves. The experiment was conducted on Polish Holstein-
Friesian calves aged from 2 to 60 days. The study involved 2 groups of calves: Group |
(control group), Group Il (experimental group receiving the probiotic preparation). The
experimental factor was the feeding of calves twice daily with 20 ml of the probiotic bacteria
preparation. Blood and feces were collected for laboratory analyses during the experiment.
Material was collected on days 7, 30 and 60 after birth (+/-2 days). Morphological blood
analyses were performed in the collected blood, immunoglobulin levels in IgA, IgM and IgG
classes were determined, while microbiological and parasitological tests were performed in
the feces. During the study, a systematic evaluation of health status and weight gain was
carried out. Based on the results, calves receiving the probiotic preparation (Group Il) showed
approximately 12% higher daily weight gains and a higher final body weight. Irregular
fluctuations in the number of leucocytes and hemoglobin were found during the study period.
The erythrocyte count and hematocrit for both groups showed an upward trend. Serum IgG,
IgM, IgA concentrations were slightly higher in the group receiving the probiotic preparation;
the highest IgG values were found in both groups in plasma on day 7 of age. Fecal
microbiological tests showed the highest total number of bacteria in both groups I and 11 at the
first collection, i.e. on day 7 of age, with a significant (p<0.05) decrease on subsequent dates.
Similar relationships were found for E. coli and Clostridium perfringens. Eggs of
gastrointestinal nematodes of the order Strongylida (average invasion intensity 20 to 40 EPG)
and coccidia of the genus Eimeria sp. (10-30 OPG) were found in the material examined.
Parasitological examination of feces did not reveal Cryptosporidium sp. oocysts in any of the
samples tested. The results indicate that the administration of the probiotic preparation had a
favorable effect on the weight gain of the calves and their final weight. It also had a favorable
effect on blood morphological parameters, immunoglobulin concentrations and
gastrointestinal microflora and parasitology.

Key words: calves, probiotic preparation, weight gain, morphological parameters, immune
antibodies



