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1. WSTEP

Odchow cielat to jeden z najwazniejszych, a takze bardzo kosztownych etapow produke;ji
mleka oraz migsa wolowego. W przypadku bydta mlecznego, efekty odchowu decyduja o
uzyskaniu odpowiedniej ilosci jatéwek na remont stada, wartosci uzytkowej przysztych krow,
a przede wszystkim wptywaja na zysk gospodarstwa z tytulu prowadzonej produkcji. Szacuje
si¢, ze odchow jalowek remontowych stanowi ponad 12% kosztow produkcji mleka [Gabler i
in., 2000], tym samym jest pokaznym kosztem w catej produkcji.

Ze wzgledow organizacyjnych 1 ekonomicznych, cielgta ras mlecznych sg powszechnie
zywione preparatem mlekozastepczym, zamiast mlekiem pelnym. Gtownym celem stosowania
preparatow mlekozastepczych jest pozytywny wplyw na rozwdj i funkcjonowanie przewodu
pokarmowego zwierzat [Rozporzadzenie (WE) NR 1831/2003 Parlamentu Europejskiego
i Rady z dnia 22 sierpnia 2003 r. w sprawie dodatkow stosowanych w zywieniu]. Przewod
pokarmowy cielat nie jest w pelni rozwinigty w momencie urodzenia [Guilloteau i in., 2009],
aw efekcie zwierzeta w tym okresie sg podatne na choroby, zwlaszcza biegunki o ré6znym
podtozu etiologicznym. Z przeprowadzonych badan wynika, ze wystgpowanie biegunek moze
dotyczy¢ nawet kilkudziesigciu procent odchowywanych zwierzat [Windeyer 1 in., 2014;
Medrano-Galarza i in., 2018].

Sposréd stosowanych w preparatach mlekozastepczych dla cielat dodatkéw paszowych,
bardzo duza popularno$cig ciesza si¢ probiotyki. Mozna je uznaé¢ za standardowy dodatek
paszowy stosowany w zywieniu najmlodszych cielat. Duza popularnos$¢ ich stosowania
W preparatach mlekozastepczych wynika z pozytywnego wplywu na efekty odchowu cielat
(przyrosty masy ciata i zdrowie), wykazanego w wielu doswiadczeniach [Frizzo i in., 2011;
Signorini i in., 2012; Cangiano i in., 2020]. Badania wykazaly, ze podawanie probiotykdéw
cieletom powoduje rozwd; w ukladzie pokarmowym pozytecznych mikroorganizmow
[PlazaDiaz i in., 2019], np. Lactobacillus spp, jednoczesnie zmniejszajac w kale liczbe
patogennych lub potencjalnie chorobotworczych (Escherichia coli) [Roodposhti i Dabiri, 2012;
Signorini i in., 2012]. Bakterie probiotyczne sg powszechnie taczone z innymi dodatkami
paszowymi w preparatach mlekozastepczych w celu dalszej poprawy efektow odchowu cielat
[Gorka 1 in., 2021; Stefanska i in., 2021; Gorka i in., 2023]. Obok probiotykéw do najczesciej
stosowanych dodatkow paszowych naleza: prebiotyki, zwigzki fitogeniczne, immunoglobuliny
z6ltka jaja kurzego i sole kwasu mastowego [Gorka i in., 2011a i b; Frieten i in., 2017; Erhard
i in., 2000; Stefanska i in., 2021; Jahani-Azizabadi iin., 2022]. Laczenie ze sobg rdéznych
dodatkéw paszowych w preparacie mlekozastepczym niekoniecznie musi by¢ jednak
uzasadnione. W czesci prowadzonych doswiadczen, w ktorych weryfikowano wpltyw
polaczenia r6znych dodatkow paszowych w preparacie mlekozastepczym dla cielat, pozytywny
efekt takiej praktyki byt niewidoczny [Ozpinar i in., 1996; Goérka i in., 2021] lub tez efekty te
byly zdecydowanie mniejsze niz oczekiwano [Ballou, 2011; Kehoe i Carlson, 2015]. Warto
roOwniez wspomnie¢, ze generalnie ilos¢ doswiadczen, w ktérych badano wptyw taczenia
roznych dodatkow paszowych w preparacie mlekozastepczym dla cielat nie jest duza [Gorka i
in., 2011a i b; Erhard i in., 2000; Stefanska iin., 2021]. W jednym z dostepnych doniesien
naukowych stwierdzono nawet, ze niektore kombinacje dodatkow paszowych wystepujace w
preparatach mlekozastepczych moga negatywnie wptywac na efekty odchowu i zdrowie cielat
[Wood i in., 2019]. Nowonarodzone cielgta sg szczegdlnie podatne na biegunki, w zwigzku
ztym czynniki wplywajagce na mikrobiom ich przewodu pokarmowego sa w kregu
szczegoblnych zainteresowan.

Wplyw na ilo$ciowy 1 gatunkowy sktad mikroorganizméow uktadu pokarmowego
wywieraja nie tylko zastosowane w paszy bakterie probiotyczne, ale takze inne dodatki
paszowe. Wykazano, ze dodatek zwigzkow fitogenicznych w preparatach mlekozastepczych
dla cielagt wptywa na populacje bakterii zwacza [Jahani-Azizabadi i in., 2022], a takze



przyczynia si¢ do zmniejszania wystgpowania i wydalania pierwotniakbw Cryptosporidium
parvum i Giardia duodenalis w kale [Stefanska i in., 2021]. Z drugiej strony stwierdzono, ze
nadmierne dawki takiego rodzaju dodatku paszowego moga prowadzi¢ do negatywnych
skutkéw [Brand i in., 2019; Kholif i in., 2021]. Wyniki tych badan dodatkowo uzasadniaja
potrzebe lepszej charakterystyki efektow stosowania roznych dodatkow paszowych w zywieniu
cielat, gdyz nie zawsze lub nie we wszystkich uktadach ich stosowanie moze by¢ uzasadnione.

Laczenie roznych dodatkow paszowych w preparacie mlekozastepczym moze byc
W szczegdlnosci nieuzasadnione, gdy zywienie cielat taka pasza rozpoczyna si¢ w nieco
pozniejszym wieku. Jezeli w pierwszych dniach zycia cieletom podaje si¢ nadwyzke siary lub
mleka posiarowego, do czego zachecajg wyniki dostepnych badan [Van Soest i in., 2022], to
efekt stosowania dodatkow paszowych moze by¢ o wiele mniejszy, niz gdy rozpoczyna si¢
zywienie preparatem mlekozast¢epczym od 2-4 dnia zycia. Wydtuzony okres karmienia cielgt
siarg korzystnie wptywa na rozwoj mikroflory jelitowej [Fischer i in., 2018; Milik in., 2023],
a w szczegolnosci nablonka jelita cienkiego. W efekcie, tak zywione w pierwszych dniach
zycia cieleta, sg odporniejsze na choroby w pdzniejszym okresie odchowu [Van Soest i in.,
2022]. Stad tez efekt stosowania dodatkow paszowych moze by¢ ograniczony, na co wskazuja
wyniki niektérych badan, w ktérych podawanie nadwyzki siary i mleka kontynuowano przez
pierwsze 10 dni zycia cielat [Gorka i in., 2021].

Biorgc powyzsze pod uwage, celem badan byto okreslenie wptywu dodatku maslanu sodu,
zwigzkow fitogenicznych oraz immunoglobulin z6itka jaja kurzego do preparatu
mlekozastepczego zawierajacego bakterie probiotyczne na efekty odchowu cielat oraz liczbe
wybranych bakterii w kale cielat zywionych w pierwszych dniach zycia nadwyzka siary i mleka
przejsciowego.



2. WYKAZ ARTYKULOW NAUKOWYCH STANOWIACYCH CYKL
PUBLIKACJI ROZPRAWY DOKTORSKIEJ]

P1. Gorka P., Milik J., Budzinski W., Przybyto M., Kanski J., Jankowiak T., Budzinska K.
Effect of sodium butyrate, phytogenic compounds and egg yolk antibodies supplementation in
calf milk replacer containing probiotic bacteria on farms feeding a mixture of surplus colostrum
and transition milk to calves in their first days of life. Journal of Animal Feed Science and
Technology 2023, 302, 115675, DOI: 10.1016/j.anifeedsci.2023.115675,

Punktacja MNiSW = 200, Impact Factor = 3.247

P2. Milik J., Gorka P., Budzinska K., Kanski J., Jankowiak T. Effect of supplementing sodium
butyrate, phytogenic compounds and egg yolk antibodies supplementation in calf milk replacer
containing probiotic bacteria on selected fecal bacteria in calves. Journal of Animal and Feed
Sciences 2023, 32, 4, 438-446, DOI: 10.22358/jafs/166154/2023,

Punktacja MNiSW = 100, Impact Factor = 1.0

Podsumowanie wskaznikdéw cyklu publikacii:
Sumaryczna liczba punktow MNiSW = 300 pkt.
Sumaryczny Impact Factor = 4,247
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3. UZASADNIENIE SPOIJNOSCI TEMATYCZNEJ CYKLU
PUBLIKACJI

Zastosowanie w preparacie mlekozastepczym takich dodatkéw jak: probiotyki, maslan
sodu, zwiagzki fitogeniczne oraz immunoglobuliny zéitka jaja kurzego, moze korzystnie
wyptywa¢ na funkcjonowanie przewodu pokarmowego cielat, a w efekcie na wyniki ich
odchowu. Spos$rod wymienionych dodatkow paszowych, probiotyki sa szczegdlnie czgsto
stosowane w preparatach mlekozastepczych dla cielat. Jakkolwiek mozna by oczekiwaé, ze
zastosowanie kombinacji probiotyku z innymi dodatkami paszowymi w preparacie
mlekozastepczym powinno mie¢ korzystny wpltyw na efekty odchowu cielat, to wyniki
dostepnych badan wskazuja, ze nie zawsze tak musi by¢. W szczegolnosci efekty tgczenia
roznych dodatkoéw paszowych w preparacie mlekozastepczym nie zawsze muszg by¢ korzystne,
zwlaszcza gdy cieleta w pierwszych dniach zycia, tj. przed wprowadzeniem do dawki
pokarmowej preparatu mlekozastepczego, sg zywione nadwyzkg siary i mleka przejsciowego,
a wiec paszami, ktore majg bardzo pozytywny wptyw na rozwoj ich przewodu pokarmowego.

W sktad niniejszej dysertacji wchodzg dwie publikacje naukowe, ktorych celem byto
okreslenie wplywu polaczenia dodatku probiotycznego z dodatkami paszowymi zawierajagcymi
maslan sodu, zwigzki fitogeniczne i immunoglobuliny zo6ttka jaja kurzego na efekty odchowu
cielagt oraz sktad wybranych bakterii w kale. Publikacja P1 prezentuje wyniki czterech
wzajemnie powigzanych doswiadczen, wykonanych w dwoch réznych gospodarstwach.
W publikacji tej zaprezentowano wyniki dotyczace efektow odchowu cielat (przyrosty masy
ciata, pobranie pasz, parametry zdrowia itp.). Publikacja P2 prezentuje wyniki ilo$ci wybranych
bakterii w kale cielat. Sktad bakterii katowych zostat wykorzystany w pracy jako wskaznik
oddzialywania badanych dodatkéw paszowych na funkcjonowanie przewodu pokarmowego
cielat. Material do badan opisanych w pracy P2 zostal pobrany w trakcie jednego z do§wiadczen
opisanego w publikacji P1. Opisane w pracy P2 wyniki charakteryzujg wptyw wszystkich
badanych dodatkéw paszowych na ilo$¢ wybranych bakterii w kale. W zwiazku z powyzszym
obie publikacje dotyczg efektéw stosowania tych samych dodatkéw paszowych i1 opisuja
wyniki uzyskane w ramach cyklu kilku powigzanych ze sobg do§wiadczen.

3.1. HIPOTEZA BADAWCZA, CEL | ZAKRES BADAN

Hipoteza badawcza pracy zaktadata, ze kombinacja bakterii probiotycznych z maslanem
sodu, zwigzkami fitogenicznymi lub immunoglobulinami zo6ltka jaja kurzego ma niekoniecznie
pozytywny wpltyw na efekty odchowu i sktad bakterii katowych cielgt zywionych w pierwszych
dniach zycia nadwyzka siary i mleka przej$ciowego.

Glownym celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto okreslenie wptywu dodatku maslanu
sodu, zwigzkéw fitogenicznych oraz immunoglobulin Zottka jaja kurzego do preparatu
mlekozastepczego zawierajacego bakterie probiotyczne na efekty odchowu cielat 1ilos¢
wybranych bakterii w kale cielat zywionych w pierwszych dniach zycia nadwyzka siary i mleka
przejsciowego.

Przyjeto nastgpujace cele szczegoétowe skorelowane z hipoteza badawcza:

- Okreslenie wptywu zastosowania pojedynczych dodatkow paszowych do preparatu

mlekozastepczego zawierajagcego bakterie probiotyczne na efekty odchowu cielat.

- Okreslenie wplywu dodatku pojedynczych dodatkow paszowych do preparatu

mlekozastepczego zawierajagcego probiotyk na ilos¢ wybranych bakterii w kale.

- Okreslenie wptywu kombinacji kilku dodatkow do preparatu mlekozastepczego

zawierajacego probiotyk na efekty odchowu cielat.

Badania realizowane byly zgodnie ze schematem przedstawionym na rysunku 1

obejmowaly: ocen¢ odpornosci biernej cielat, analiz¢ wykorzystania paszy, kontrolg



pobrania pasz, ocen¢ ptynnosci kalu 1 zdrowia cielat oraz oznaczenie w probkach katu
ogdlnej liczby bakterii, liczby Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp., Escherichia coli i
Clostridium perfringens.



4. MATERIAL I METODY BADAN

4.1. MIEJSCE REALIZACJI DOSWIADCZEN I WYMAGANE ZGODY

Badania przeprowadzono w latach 2019 i 2020 w dwoch gospodarstwach mlecznych
polozonych w zachodniej (Hodowla zwierzat Zarodowych Osowa Sief Sp. z o. 0., Przyczyna
Gorna 1, 67-400 Wschowa; gospodarstwo A) i poétnocno-zachodniej Polsce (Gospodarstwo
Rolno-Hodowlane Zydowo Sp. z 0.0. Zydowo; gospodarstwo B).

W kazdym gospodarstwie wykonano dwa do$§wiadczenia. Procedury doswiadczalne byty
zgodne z polskim prawodawstwem, ktore jest kompatybilne z dyrektywa UE 2010/63/UE
dotyczaca ochrony zwierzat wykorzystywanych do celow naukowych. W zwigzku z tym, ze
badania byly prowadzone w typowych warunkach produkcyjnych i nie wprowadzaty
dodatkowych procedur w stosunku do typowych procedur hodowlanych, ktore sg rutynowo
wykonywane na cielgtach w trakcie procesu odchowu, lub tez wykonywanych przez lekarza
weterynarii w celach biezacej kontroli zdrowia zwierzat, prowadzone badania nie wymagaty
zgody Lokalnej Komisji ds. Do$wiadczen na Zwierzetach.

Badania przeprowadzono w dwaoch etapach zaprezentowanych na rysunku 1.
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Etap 1

Cel
Olzeslenie wphmou wyvbranych dodathow paszowvch do preparatu mlekozastepezeszo zawiera-
jacego probiotyk na efelty odchown cielat
Dogwiadezenie Al Dogwiadezenie B1
100 cielat rozdzielonych do 4 grup 84 cielat rozdzielonych do 4 grup
dogwizdezalnych doswiadezalmych
* kontrola masy ciata » kontrola masy ciala  » oznacrenie bakterii
= przyrosty masy clala » przyrosty masy ciala  wskafmkowych
= wykorzystanie paszy » wykorzystanie paszy W kale cielat
= parametry zdrowia cielat * parametry zdrowia
cielat
FLURLIEACTA PUBLIKACTA PUBLIEACTA
Pl F1 P2
Etap 2
Cel
Oleslenie wphoau kombinac)i dwach dodatkdw paszowyvch wvtypowatych z etapu I na
efekty odchowu cielat
Dogwiadezenis A2 Dogwiadezenie B2
06 cielat rozdzielonych do 4 grup 94 cielat rezdzielonych do 4 grup
dogwiadczalmych doswiadezalmych
» kontrola masy ciala = konirola masy ciala
* przyrosty masy ciata » przyrosty masy ciata
= wykorzystanie paszy = wykorzystanie paszy
* parametry zdrowia cielat = paramefry zdrowia cielat
PLBIJEACTA PLBIJEACTA
Fi F1

Rys.1. Przebieg badan
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42. ETAP1

Wyniki etapu 1 zostaty opisane w publikacji P1 oraz publikacji P2. W publikacji P1
opisano wyniki dotyczace parametréw odchowu cielgt uzyskanych w trakcie realizacji
doswiadczenia Al i1 Bl (szczegoty ponizej). W publikacji P2 opisano z kolei wyniki ilo$ci
bakterii w probach katu pobranych w ramach doswiadczenia B1 (Rys. 1).

4.2.1. Cel i ogolne zalozenia

Celem etapu 1 bylo okreslenie wptywu dodatku maslanu sodu, zwigzkow fitogenicznych
| immunoglobulin zo6ttka jaja kurzego do preparatu mlekozastepczego zawierajgcego probiotyk
na efekty odchowu i liczb¢ wybranych bakterii w kale cielat. W 1 etapie badan wykonano dwa
doswiadczenia. Jedno w gospodarstwie A (doswiadczenie Al) ijedno w gospodarstwie B
(dos$wiadczenie B1). Eksperyment Al prowadzono w okresie od lipca do grudnia 2019 roku,
natomiast doswiadczenie Bl pomiedzy sierpniem 2019 roku a styczniem 2020 roku.
Doswiadczenia byty wiec prowadzone prawie rownolegle. Ze wzgledu na mniejsza liczbe krow
w gospodarstwie B w poréwnaniu do gospodarstwa A zebranie wymaganej liczby cielat trwato
znacznie dluzej, stad tez doswiadczenie B1 zakonczylo si¢ pozniej niz do§wiadczenie Al. Na
podstawie wynikow etapu 1 badan wybrano dwa dodatki paszowe, ktérych efekty stosowania
dalej weryfikowano w etapie 2. Co szczegdlnie istotne w etapie 2 weryfikowano wplyw
polaczenia wytypowanych dodatkéw paszowych w preparacie mlekozastepczym
(potencjalnych interakcji pomig¢dzy ich efektami).

4.2.2. Zwierzeta, postepowanie przed rozpoczeciem doswiadczenia i ich
utrzymanie

Do doswiadczenia Al przydzielono 100 cielat (52 jatowki 1 48 buhajkéw), a do
doswiadczenia B1 96 cielat (48 jatowek 1 48 buhajkéw). Oba doswiadczenia prowadzono na
zwierzetach rasy holsztynsko-fryzyjskiej. Cielgta rozpoczynaty doswiadczenie w 10 dniu zycia.
Przed przystgpieniem do badan cieleta po urodzeniu oddzielono od matek i umieszczono w
indywidualnych plastikowych budkach o wymiarach (150x120%125 cm; dlugos¢ x szeroko$¢
x wysoko$¢) z dodatkowa powierzchnig zewnetrzng (150x120 cm). Plastikowe budki firmy
Sano zostaty wysScielone stoma, z umocowanymi pojemnikami na pasze¢ 1 wiadrem. Budki byly
ulokowane pod wiata dodatkowo chroniaca cielgta przed niekorzystnymi warunkami
pogodowymi. Doswiadczenie obejmowato okres pierwszych 60 dni zycia cielat.

W obu gospodarstwach w ciggu pierwszych dwoch godzin Zycia cielgta otrzymywaty po 4
| siary od matki lub siary mrozonej (z tzw. banku siary) przez sond¢ zotadkowsg. Nastepnie do
9 dnia zycia byly karmione mieszaning nadmiarowej ilosci siary i mleka przejSciowego.
Zywienie takie byto standardem przyjetym w gospodarstwach.

4.2.3. Grupy doswiadczalne i Zywienie zwierzat

Zwierzeta w obu gospodarstwach zostaty przydzielone do 4 grup zywionych preparatem
mlekozastgpczym: 1) zawierajacym bakterie probiotyczne, bez innych dodatkdw paszowych
(grupa kontrolna); 2) zawierajagcym bakterie probiotyczne i maslan sodu (3,4 kg/tong, co
dawalo pobranie wynoszace 3,1 g/cielg/dzien; Adimix Easy, Nutriad, Belgia); 3) zawierajacym
bakterie probiotyczne i1 zwigzki fitogeniczne (0,5 kg/tong, co stanowito pobranie 0,45
g/ciele/dzien; Digestarom, Biomin, Austria) skladajace si¢ gtownie z kminku, ekstraktu z
lukrecji, kory debu i1 aromatu waniliowego oraz 4) zawierajgcym bakterie probiotyczne
| przeciwciata zottka jaja (sproszkowane zottko jaja zawierajace specyficzne przeciwciala; 3
kg/tong, co dawalo pobranie 2,7 g/cielg/dzien; Globigen Life Start, EW Nutrition, Niemcy).
Preparat mlekozastepczy (21% biatka surowego i 18% thuszczu) uzyty w badaniu zawierat
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bakterie Bacillus licheniformis i B. subtilis (1,3%10° jtk/g) oraz Enterococcus faecium (1,2x108
jtk/g). Zastosowanie kazdego dodatku paszowego do preparatu mlekozastgpczego byto zgodne
z zaleceniami producentow.

Jak juz wspomniano, do momentu rozpocz¢cia do§wiadczenia cieleta zywiono siarg oraz
mlekiem posiarowym wedtug standardowych procedur przyjetych w gospodarstwie. Cielgta
otrzymywaty w pierwszych 2 godzinach zycia po 4 litry siary. Nastepnie do 10 dnia zycia
podawano im mieszaning nadwyzki siary, mleka przejsciowego (oraz mleka, jesli bylo to
konieczne do uzyskania wymaganej objetosci) w ilosci 3%x2 |. W tym okresie cielgta nie
otrzymywaty mieszanki tresciwej typu starter.

Poczawszy od 10 dnia zycia cieleta otrzymywaty 6 1 preparatu mlekozastepczego, trzy razy
dziennie (ok. 6-godzinna przerwa pomiedzy karmieniami; 2 I/karmienie; 150 g proszku MR na
1 litr wody). Péjta preparatow mlekozastgpczych przygotowywano w osobnych wiadrach,
»dedykowanych” dla kazdej grupy lub w ogélnym mieszalniku. Po zakonczeniu odpoju wiadra
do przygotowywania pdjta lub mieszalnik doktadnie myto. Kazde ciel¢ miato swoje wiadro do
zywienia preparatem mlekozastepczym.

Od pierwszego dnia doswiadczenia cieleta otrzymywaty standardowo stosowang
W gospodarstwie mieszanke tresciwg typu starter do woli. Mieszanka tresciwa podawana
cieletom nie byta zmieniana w trakcie trwania badan i pochodzila z tej samej partii. W tym
czasie zwierzg¢ta nie otrzymywaly siana. W przypadku biegunki lub innej choroby, stosowane
byto standardowe postepowanie przyjete w gospodarstwie, a zdarzenia byly odnotowywane.
Kazdy doswiadczalny preparat mlekozastepczy zostal wykonany tego samego  dnia
z materiatow pochodzacych z tej samej partii. W zwigzku z powyzszym doswiadczalne
preparaty mlekozastepcze r6znity si¢ tylko obecnoscig lub brakiem w ich sktadzie konkretnych
sktadnikéw aktywnych. Szczegély dotyczace skladu pasz statych zastosowanych
w doswiadczeniach zostaly podane w publikacji (P1).

4.2.4. Ocena odpornosci biernej cielat

Pomiedzy 48 a 50 godzing zycia od zwierzat pobrano krew w celu okreslenia odpornosci
biernej cielat, na podstawie zawartosci biatka ogodlnego w surowicy. Pomiaru dokonano za
pomoca refraktometru. Krew do badan pobierano od cielat zawsze okoto godziny 13:00, tj.
okoto 1,5-2 godziny po ostatnim podaniu mleka. Nast¢gpnie po pobraniu krew zostala
pozostawiona w chlodnym pomieszczeniu przez 1-2 godziny w celu wytrgcenia skrzepu,
a nastgpnie odwirowana aby uzyska¢ surowice. W tak otrzymanej surowicy wykonany zostat
pomiar biatka ogolnego. Procedura ta byla postgpowaniem standardowo wykonywanym
w gospodarstwach jako jedna z procedur hodowlanych. Uzyskane wyniki odpornosci biernej
wykorzystano do takiego rozdzialu zwierzat do grup doswiadczalnych, aby odpornos¢ bierna
zwierzat pomiedzy grupami byla podobna.

4.2.5. Kontrola pobrania pasz

W trakcie trwania badan kontrolowano pobranie pasz, w tym pdjla preparatu
mlekozastepczego oraz pobranie paszy statej (startera). Pobranie pdjta preparatu
mlekozastepczego mierzono miarkg 1 zapisano ilo$¢ niewypitego pojta (objetosciowo).
Pobranie startera odbywato si¢ za pomoca zapisywania ilo$ci paszy dosypywanej do karmnika
i usunietej z niego w przypadku zabrudzenia. Nastepnie Okreslono spozycie startera rejestrujgc
ilos¢ startera podanego w catym cyklu badania. Efektywnos¢ wykorzystania paszy obliczono
poprzez podzielenie przyrostu masy ciala przez spozycie suchej masy.
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4.2.6. Kontrola masy ciala

Cielgta wazono w dniu urodzenia, a nastepnie w 10, 20, 30, 40, 50 i 60 dniu zycia. Wazenie
zwierzat odbywalo si¢ zawsze o tej samej godzinie, tj. okoto godziny 20:00, okoto 2 godziny
po ostatnim pojeniu preparatem mlekozastgpczym.

4.2.7. Analiza skladu pasz

Raz w tygodniu pobierano probki pasz (proszek preparatu mlekozastgpczego oraz starter)
oraz poéjlta preparatu mlekozastepczego do dalszych badan. Proszek preparatu
mlekozastepczego byt pobierany 1 w tygodniu w ilosci okoto 500 g, a nastgpnie probki pobrano
do workéw opisanych datg i rodzajem preparatu (grupa doswiadczalna). Pobierano raz w
tygodniu okoto 500 g probki mieszanki treSciwej typu starter do worka opisanego data.
W probkach preparatow zostaly oznaczone: zawarto$¢ suchej masy, popiotu surowego, biatka
ogolnego, thuszczu surowego, wtokna i skrobi standardowymi metodami. Badanie sktadu pasz
zostalo wykonane takze przed rozpoczeciem badan w celu upewnienia si¢, ze do§wiadczalne
preparaty mlekozastgpcze nie roéznig si¢ istotnie zawarto$cig podstawowych sktadnikow
pokarmowych.

4.2.8. Kontrola ptynnosci kalu i zdrowia cielat

W trakcie do$wiadczenia kontrolowano codziennie wystepowanie biegunek na podstawie
ptynnosci odchodow cielgt stosujgc system punktacji od 1-4 opracowany przez Larson i in.,
[1977], gdzie: ocena 1-kat normalny uformowany (lecz nie twardy), ocena 2-kat migkki (nie
utrzymuje formy, przypomina rozpuszczajgce si¢ lody), ocena 3-kat ptynny, cieknacy
(rozptywa si¢ latwo, jak ciasto nale$nikowe; poczatek biegunki), ocena 4-kal wodnisty
(biegunka). Ocena kontroli ptynno$ci kalu byta wykonywana raz dziennie o godzinie 12:00.
Codziennie kontrolowano stan zdrowia cielat a wszelkie choroby i zastosowane $rodki
lecznicze byly notowane.

4.2.9. Analiza mikrobiologiczna probek kalu

W trakcie doswiadczenia B1, w 14 (£ 2) i 28 ( 2) dniu jego trwania badano probki katu
od 8 losowo wybranych cielat (4 jatowki i 4 buhajki) z kazdej grupy do$wiadczalnej. Probki
katu cielat z poszczegdlnych grup doswiadczalnych zostaty pobrane z prostnicy cielat przez
lekarza weterynarii poprzez manualne draznienie zwieracza odbytu za pomoca palca, zawsze
okoto godziny 8:00. W trakcie pobierania probek katu osoba wykonujaca te czynnosé
pracowata w jednorazowych rekawiczkach, ktére byty zmieniane po kazdym pobraniu katu od
cielecia. Probki kalu od cielat, z poszczegdlnych grup doswiadczalnych, byly pobrane
indywidualnie do sterylnych pojemnikéw, o pojemnosci 120 ml, nastgpnie umieszczone
| szczelnie zamknigte w woreczkach z saszetkg wytwarzajacg warunki beztlenowe wraz ze
wskaznikiem warunkéw anaerobowych AnaeroGen Compact (Thermo Fisher Scientific Oxoid
Ltd., Basingstoke, Wielka Brytania). Przygotowany material do badan zostat
przetransportowany w lodowce z wkladami chtodzacymi w jak najkrotszym czasie do
laboratorium Katedry Biologii i Srodowiska Zwierzat na Politechnice Bydgoskiej.

W probkach kalu oznaczono liczbe bakterii Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp.,
Escherichia coli, Clostridium perfringens oraz ogolng liczbg bakterii mezofilnych. W celu
0znaczenia liczby bakterii w badanym materiale, probki katu o masie 10 g umieszczano w 250
ml kolbie Erlenmeyera z 90 ml rozcienczalnika (0,85% NaCl z dodatkiem 0,1% peptonu).
Probki wytrzgsano przez 3 minuty, nastgpnie z otrzymanej zawiesiny wyjsciowej wykonano
rzad rozcienczen dziesietnych od 10?1 do 10% Z przygotowanego inoculum oraz
poszczegbdlnych rozcienczen wykonano posiewy na odpowiednie podtoza mikrobiologiczne
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metoda ptytkows, technika posiewu wglebnego. Analiza ilosciowa bakterii wyizolowanych
z probek katu cielat polegala na przygotowaniu sterylnych ptytek Petriego (po 3 dla kazdego
rozcienczenia), do ktéorych nastgpnie wprowadzano po 1 ml wyjsciowe] zawiesiny.
Analogicznie powtarzano procedur¢ z dalszymi rozcieficzeniami. Nastepnie do kazdej szalki
Petriego wlewano po 15 ml uptynnionej pozywki schtodzonej do temperatury 46+1°C.

Do okreslenia ogdlnej liczby bakterii uzyto pozywki agarowej Tryptic Soy Agar (TSA;
Merck, Darmstadt, Niemcy). Inkubacje prowadzono przez 24 godziny w temperaturze 37°C.
Do hodowli bakterii Bifidobacterium spp. wykorzystano BSM-agar (Bifidus Selective Medium
Agar) (Sigma). Bakterie z rodzaju Bifidobacterium rosng na tej pozywce, podczas gdy szczepy
Lactobacillus i Streptococcus sg hamowane. Dodane do pozywki trzy antybiotyki sg srodkami
selektywnymi i hamuja towarzyszacg flor¢ bakteryjna, takg jak Bacillus, Enterobacteriaceae i
Pseudomonas. Typowe kolonie Bifidobacterium spp. na agarze BSM sg fioletowo-brazowe. Do
hodowli i wzrostu bakterii Lactobacillus spp. wykorzystano podtoze MRS [Merck]. Agar MRS
zawiera w swym skladzie polisorbinian, octan i mangan, ktére dzialaja jako czynniki
wzmagajace wzrost pateczek kwasu mlekowego.

W celu izolacji i oznaczenia liczby Clostridium perfringens probki kalu o masie 10 g
umieszczano w Kolbie Erlenmeyera z 90 ml rozcienczalnika, nastepnie kolbe podgrzewano w
tazni wodnej z wytrzgsarkg w temperaturze 60+2 °C przez 15 minut (wyselekcjonowanie spor),
po wyznaczonym czasie wykonano rozcienczenia dziesietne. W hodowli wykorzystano
podioze z tryptoza, siarczynem i cykloseryng (TSC) [Merck]. W wyniku reakcji disiarczynu
sodu z cytrynianem-amonowo-zelazowym(III) Clostridium perfringens tworzy na powierzchni
pozywki czarne kolonie. Dodatek cykloseryny przyczynia si¢ do zahamowania wzrostu
towarzyszacych bakterii. W dalszym etapie ptytki z hodowlami Bifidobacterium spp.,
Lactobacillus spp. oraz Clostridium perfringens zostaly umieszczone w pojemnikach
AnaeroJar [Oxoid] wraz z saszetkami Anaerogen [Oxoid] zapewniajagcymi odpowiednie
warunki beztlenowe. Inkubacje prowadzono w temperaturze 37°C przez 24-48 godziny.

Oznaczanie liczby bakterii Escherichia coli przeprowadzono metodg ptytkowg na
chromogennym podtozu TBX [Merck], stuzacym do oznaczania B-glukuronidazo-dodatnich
Escherichia coli. Obecny w podtozu chromogen 5-bromo-4-chloro-indolilo -D-glukuronid
jest absorbowany przez komdrki Escherichia coli i rozktadany przez wewnatrzkomorkowy
enzym glukuronidaze na barwny kompleks iglukuronid. Po 24 godzinach inkubacji,
w warunkach tlenowych w temperaturze 44+1°C zostaly zliczone wyroste niebiesko-zielone
kolonie.

Do obliczen wybierano ptytki, na ktérych liczba kolonii miescita si¢ w zakresie od 15 do
300 jtk. Liczbe bakterii wyrazong w jednostkach tworzacych kolonie w 1 g katu, obliczono
wedlug wzoru:

2C
[ny +(0,1-ny)]-d

gdzie: N - liczba bakterii jtk/1 g katu, £C- suma kolonii wyrostych na ptytkach uwzglednionych
do liczenia, n, - liczba ptytek z pierwszego liczonego rozcienczenia, n,- liczba plytek
z drugiego liczonego rozcienczenia, d- wskaznik rozcienczenia odpowiadajacy pierwszemu
liczonemu rozcienczeniu.
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4.3. ETAP2
Wyniki etapu 2 zostaty opisane w publikacji P1.

4.3.1. Cel i ogolne zalozenia

W etapie 2 okreslono wptyw na efekty odchowu cielat tych dodatkow, ktorych
wprowadzenie do preparatu mlekozastgpczego zawierajacego bakterie probiotyczne miato
pozytywny wplyw na efekty odchowu cielgt w etapie 1. W efekcie, do etapu 2 wybrano do
dalszych testow dodatek paszowy zawierajacy zwiazki fitogeniczne oraz immunoglobuliny
zottka jaja kurzego. Ponadto w etapie 2 zbadano wptyw potaczenia tych dwoch dodatkow
W preparacie mlekozastgpczym zawierajacym dodatek probiotyczny, w celu zweryfikowania,
czy uzasadnione jest taczenie w paszy wiecej niz dwoch dodatkow paszowych (Rys. 1).

W etapie 2 badan réwniez wykonano dwa do$wiadczenia. Jedno w gospodarstwie A
(doswiadczenie A2) i jedno w gospodarstwie B (doswiadczenie B2). Do$wiadczenie A2
przeprowadzono w okresie od marca do sierpnia 2020 r., a doswiadczenie 2B w okresie od
marca do wrzesnia 2020 r. Doswiadczenia byly wigc prowadzone prawie rownolegle, podobnie
jak to miato miejsce w etapie 1.

4.3.2. Zwierzeta, postepowanie z nimi przed rozpoczeciem doswiadczenia i ich
utrzymanie

Do dos$wiadczenia A2 i B2 przedzielono po dziewigcédziesiat sze$¢ cielat (48 jatowek 1 48
buhajkéw). Oba do$wiadczenia prowadzono na zwierzetach rasy holsztynsko-fryzyjskiej.
Cieleta rozpoczynaty doswiadczenie w 10 dniu zycia. Zwierzgta utrzymywano i zywiono przed
doswiadczeniem tak samo jak w etapie 1 badan.

4.3.3. Grupy doswiadczalne i Zywienie zwierzat

Zwierzgta w obu gospodarstwach zostaly przydzielone do 4 grup zywionych preparatem
mlekozastgpczym: 1) zawierajgcym bakterie probiotyczne, ale nie zawierajacym innych
dodatkow paszowych (grupa kontrolna); 2) zawierajagcym bakterie probiotyczne i zwigzki
fitogeniczne (0,5 kg/tone, co dawato pobranie 0,45 g/ciele/dzien; Digestarom, Biomin, Austria)
sktadajace si¢ gtownie z kminku, ekstraktu z lukrecji, kory d¢bu i aromatu waniliowego; 3)
zawierajacym bakterie probiotyczne i przeciwciata zoéttka jaja (sproszkowane zottko jaja
zawierajagce specyficzne przeciwciala; 3 kg/tone, co dawalo pobranie 2,7 g/cielg/dzien;
Globigen Life Start, EW Nutrition, Niemcy); oraz 4) zawierajacym bakterie probiotyczne,
zwigzki fitogeniczne i przeciwciata zoltka jaja. Preparat mlekozastepczy (21% biatka surowego
i 18% thuszczu) uzyty w badaniu zawieral Bacillus licheniformis i B. subtilis (1,3x10° jtk/g)
oraz Enterococcus faecium (1,2x10° jtk/g). Zastosowanie kazdego dodatku paszowego do
preparatu mlekozastepczego byto zgodne z zaleceniami producentow.

4.3.4. Obserwacje na cieletach i analizy

Kontrola zdrowia, pobrania pasz, masy ciata, sposob pobierania paszy i ich analizy
wykonywano tak samo jak w do$wiadczeniach opisanych w etapie 1 badan.

4.4. ANALIZA STATYSTYCZNA

Dane uzyskane z obu etapéw badan analizowano przy uzyciu procedury MIXED
oprogramowania SAS (wersja 9.4, SAS Institute, Cary, NC, USA Inc., 2014). Wyniki
dotyczace efektow produkcyjnych cielat z doswiadczen Al 1 Bl oraz A2 1 B2 analizowano
oddzielnie. Dane dotyczace liczby bakterii w kale przed analizg logarytmowano, a wyniki
analizowano oddzielnie dla kazdego punktu pobierania probek. Przed analizg danych testowano
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normalno$¢ danych i jednorodno$¢ wariancji przy uzyciu PROC UNIVARIATE. Model
statystyczny obejmowat efekt grupy doswiadczalnej, wpltyw plci cielat oraz efekt interakcji pte¢
x grupa doswiadczalna, jako efekty stale, a takze w etapie 2 badan efekt interakcji pomiedzy
zastosowanymi dodatkami paszowym. W przypadku analizy masy ciata, $rednich dziennych
przyrostow masy ciata, spozycia startera, efektywnosci wykorzystania paszy, poczatkowa mase
ciata cielat uwzgledniano w modelu statystycznym jako zmienng towarzyszacg. Dane
dotyczace oceny katu analizowano przy uzyciu PROC GLIMMIX, stosujac rozktad Poissona
I strukture kowariancji typu AR(1). Czgstotliwosc¢ i czas trwania biegunki (ocena katu > 3) oraz
czestos$¢ leczenia (w tym biegunki, choroby uktadu oddechowego i inne) analizowano przy
uzyciu PROC GENMOD i rozktadu Poissona. Wystepowanie biegunki (ocena katu > 3)
i leczenie cielgt testowano za pomocg regresji logistycznej, stosujgc rozktad dwumianowy
I PROC GLIMMIX. Model statystyczny uwzglgdniat wptyw czasu (dzien do$wiadczenia).
Poniewaz cieleta przydzielono do doswiadczenia w rzutach (blokach), efekt bloku w modelu
statystycznym uwzgledniano jako zmienng losowa. Model statystyczny dla zmiennych
powtarzalnych uwzgledniat takze wptyw czasu i maksymalnie czterokierunkowe interakcje
pomigdzy wptywem grupy dos§wiadczalnej, plci i czasu, jako efekty state [Littell i in., 1998];
jednak dla wigkszos$ci analizowanych parametrach dwu-, tréj- i czterokierunkowe interakcje
pomiedzy tymi efektami okazaly si¢ nieistotne, a co za tym idzie zostaty usunigte z modelu.
Gdy zaobserwowano istotny efekt interakcji leczenia x pte¢ cielat, srednie rozdzielono za
pomoca procedury PDIFF i testu Tukeya. Wyniki P < 0,05 traktowano jaki istotne, natomiast
0,05 <P <0,10, jako tendencje.
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5. WYNIKI
5.1.ETAP1

5.1.1. Doswiadczenie A1

Ocena katu u cielagt otrzymujacych w preparacie mlekozastepczym maslan sodu byta
wyzsza pomiedzy 1 a 20 dniem doswiadczenia oraz w calym jego okresie, w poroOwnaniu
z cieletami w grupie kontrolnej, ktére nie otrzymywaty tego dodatku (P = 0,05), wskazujac na
bardziej biegunkowy kal. Nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic w zakresie czasu
wystepowania biegunki pomiedzy grupami zwierzat. Nie wykazano takze r6znic
w prawdopodobienstwie wystgpowania biegunek pomiedzy grupami. Cielgta spozywaly
mniejsze ilosci preparatu mlekozastgpczego zawierajacego dodatek zwigzkow fitogenicznych
i maslan sodu w poréwnaniu do tych z grupy bez dodatkow (P <0,10), jednak réznica wynosita
tylko 0,2-0,5 kg przez caly okres trwania do$wiadczenia. Wyniki te zostaly opisane
szczegdtowo w publikacji (P-1).

Pomimo tego, ze w trakcie badan wykazano wplyw plci cielat przydzielonych do
do$wiadczenia na niektore badane parametry, efekty te nie byly przedmiotem niniejszej pracy
i nie bedg opisywane oraz dyskutowane, zarowno w przypadku doswiadczenia Al jak i innych
doswiadczen wchodzacych w sktad dysertacji.

5.1.2. Doswiadczenie B1

Sredni dzienny przyrost pomiedzy 1 a 20 dniem do$wiadczenia oraz masa ciata w 20 dniu
trwania badan byly nizsze u cielat, ktore otrzymywaly maslan i immunoglobuliny zéitka jaja
kurzego w porownaniu z grupa kontrolng (P <0,10). Z drugiej strony, $rednie dzienne przyrosty
masy ciata pomigdzy dniem 21 1 50 doswiadczenia byly wigksze dla cielat otrzymujacych
dodatek immunoglobulin w poréwnaniu z cielgtami z grupy kontrolnej (P = 0,03). Natomiast
spozycie startera byto mniejsze (tendencja) w przypadku cielat otrzymujacych maslan sodu (P
= 0,07) i mniejsze w grupie otrzymujacej dodatek fitogeniczny (P < 0,01) w poréwnaniu z
grupg kontrolng. Mniejsze zuzycie startera przez cieleta otrzymujace dodatek fitogeniczny
W potaczeniu z wigksza masa koncowa zwierzat z tej grupy przetozyl si¢ na wigksza
efektywnos¢ wykorzystania paszy w poréwnaniu do grupy kontrolnej (P = 0,05). Cieleta z
grupy otrzymujacej dodatek fitogeniczny miaty takze nizszg oceng katu pomigdzy 1 a 20 dniem
doswiadczenia, jak 1 w caltym jego okresie, w poréwnaniu do grupy kontrolnej (P < 0,06).
Biegunka u cielat otrzymujacych dodatek fitogeniczny trwata znacznie krocej w poréwnaniu
Z cieletami z grupy kontrolnej. Pobranie preparatu mlekozastepczego byto wicksze u cielat
otrzymujacych dodatek maslanu sodu i immunoglobulin zéttka jaja kurzego (P = 0,03), w
poréwnaniu z cielgtami kontrolnymi, jednakze réznica ta wynosita jedynie 0,1 kg przez catly
czas trwania do§wiadczenia. Wyniki te opisano szczegétlowo w publikacji (P-1).

W 14 dniu badania ogolna liczba bakterii byta wyzsza u cielat otrzymujacych w preparacie
mlekozastepczym dodatek immunoglobulin z6ltka jaja kurzego w poréwnaniu z cielgtami w
grupie kontrolnej (P = 0,02). Ponadto liczba bakterii Lactobacillus spp. ksztaltowata si¢ na
wyzszym poziomie u cielat w grupie otrzymujacej dodatek fitogeniczny i immunoglobuliny
jaja kurzego, w porownaniu z grupg kontrolng (P <0,01). W grupie cielat otrzymujacej dodatek
fitogeniczny i immunoglobuliny jaja kurzego odnotowano wystepowanie w Kkale bakterii
Bifidobacterium spp. na wyzszym poziomie, W poréwnaniu z grupg kontrolng (P < 0,02). Z
drugiej strony, liczba bakterii E. coli byla wyzsza w grupie zwierzat otrzymujacych
immunoglobuliny (P = 0,02), atakze wyzsza (tendencja, P = 0,06) u cielat otrzymujacych
maslan sodu, w poréwnaniu z grupa kontrolng. Stosunek Lactobacillus spp. do E. coli byt
nizszy (tendencja, P = 0,09) u zwierzat zywionych preparatem z maslanem sodu w poréwnaniu
z grupa kontrolng cielat, natomiast wyzszy (P = 0,03) dla cielat otrzymujacych dodatek
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fitogeniczny w poréwnaniu z grupg kontrolng. Stosunek Bifidobacterium spp. do E. coli
réowniez byl wyzszy (tendencja, P = 0,08) w grupie otrzymujacej dodatek fitogeniczny
w porownaniu do grupy kontrolnej.

W 28 dniu do$wiadczenia ogolna liczba bakterii byta nizsza u cielat otrzymujacych dodatek
maslanu sodu w poréwnaniu z grupa kontrolng (tendencja, P = 0,09). W grupie zwierzat
otrzymujacych immunoglobuliny zo6ttka jaja kurzego odnotowano wyzsze liczebnosci bakterii
Lactobacillus spp. (P = 0,02), w poréwnaniu do cielagt zywionych bez zastosowania dodatkow
paszowych do preparatu mlekozastgpczego. Odwrotny wynik wykazano w stosunku do
liczebnosci bakterii Clostridium perfringens. Wynik byt nizszy dla grupy otrzymujacej
immunoglobuliny niz dla grupy kontrolnej (P < 0,01). Wyniki analiz mikrobiologicznych katu
zostaly zaprezentowane w publikacji (P-2)

5.1.3. Podsumowanie

Lacznie wyniki dwoch doswiadczen przeprowadzonych w ramach etapu 1 badan
wykazaty, ze dodatek maslanu sodu do preparatu mlekozastepczego dla cielat zywionych w
pierwszych 9 dniach Zycia nadmiarem siary i mleka przejsciowego miat negatywny wptyw na
efekty ich odchowu. Cielgta otrzymujgce preparat mlekozastepczy z maslanem sodu miaty
tendencj¢ do mniejszych przyrostow masy ciata na poczatkowych etapach odchowu i gorszej
struktury kalu, a wyniki badan mikrobiologicznych wykazaty niekorzystny wplyw na sktad
bakterii katowych. Liczba bakterii E. coli w kale wzrastata, a stosunek bakterii Lactobacillus
spp. do E. coli zmniejszat si¢. Z kolei dodatek zwigzkow fitogenicznych miat najbardziej
korzystny wptyw, widoczny w postaci pozytywnego oddzialywania na strukture katu
i efektywno$¢ wykorzystania paszy. Dodatek immunoglobulin zo6ttka jaja kurzego do preparatu
mlekozastepczego zmniejszal liczbe bakterii Clostridium perfringens w kale cielat. Na
podstawie tych wynikow do dalszych badan w etapie 2 wybrano dodatek fitogeniczny i dodatek
zawierajacy immunoglobuliny jaja kurzego. Co réwnie istotne, odnotowano duze roznice
w podstawowych parametrach odchowu ciclgt miedzy gospodarstwami (nizszg catkowitg
zawarto$¢ biatka w surowicy cielat z gospodarstwa B (~ 6,3 vs. 5,7 g/L) ale wyzsze przyrosty
masy ciata (~ 620 vs. 830 g/d) w porownaniu do cielgt z gospodarstwa A), jak i w reakcji cielat
na stosowane dodatki paszowe pomi¢dzy tymi gospodarstwami.

5.2. ETAP?2
5.2.1. Doswiadczenie A2

Nie stwierdzono istotnego wptywu zastosowanych dodatkéw paszowych na ktorykolwiek
z badanych parametréw odchowu cielat. Jednakze wykazano tendencje¢ do wptywu interakcji
pomig¢dzy badanymi dodatkami paszowymi na koncowa mase ciata i $rednie dzienne przyrosty
masy ciala na jednym z etapéw doswiadczenia (P < 0,07) oraz istotny wptyw tej interakcji na
pobranie startera (P = 0,05). Masa ciata, przyrost dobowy masy ciata i pobranie startera byty
najwicksze  w przypadku cielat otrzymujacych  osobno  dodatek  fitogeniczny
I immunoglobuliny zéttka jaja kurzego, §rednie w przypadku cielat kontrolnych, a najnizsze dla
cielgt otrzymujacych jednocze$nie wspomniane dodatki w preparacie mlekozastgpczym.
Prawdopodobienstwo wystapienia biegunki nie roznito si¢ w zaleznosci od grupy
doswiadczalnej. Wyniki te opisano szczegotowo w publikacji (P-1).

5.2.2. Doswiadczenie B2

Efektywno$¢ wykorzystania paszy byla wyzsza (tendencja) w przypadku cielat
karmionych preparatem z dodatkiem fitogenicznym (P = 0,07). Ciel¢ta z tej grupy przyrastaty
na masie ciata takze lepiej w pierwszym okresie doswiadczenia (P < 0,01). Ocena katu
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pomigdzy dniem 1, a 20 do§wiadczenia oraz w calym jego okresie, a takze dtugos¢ trwania
biegunki i czegstos¢ wystepowania biegunek byla najnizsza w grupie kontrolnej i grupie
otrzymujgcej zarowno dodatek fitogeniczny, jak i immunoglobuliny jaja kurzego (interakcja
migdzy badanymi czynnikami (P < 0,04). Prawdopodobienstwo wystgpienia biegunki bylo
mniejsze w przypadku grupy kontrolnej, w porownaniu z cielgtami otrzymujacymi dodatek
fitogeniczny lub immunoglobuliny jaja kurzego (P = 0,04). Natomiast czgstotliwo$¢ leczenia
zwierzat byla najwicksza w grupie otrzymujacej immunoglobuliny, posrednia u cielat
otrzymujacych dodatek fitogeniczny i obydwa dodatki jednoczes$nie, a najmniejsza u cielat w
grupie kontrolnej (interakcja pomiedzy badanymi czynnikami (P = 0,02). Wyniki te opisano w
publikacji P1.

5.2.3. Podsumowanie

Lacznie wyniki etapu 2 wykazaly, ze zastosowanie dodatku fitogenicznego moze
poprawiaé przyrosty masy ciata cielat i efektywno$¢ wykorzystania paszy, podobnie jak to
wykazano w etapie 1. Wptyw ten nie byl jednakze powtarzalny pomiedzy doswiadczeniami
prowadzonymi w réznych gospodarstwach. Nie wykazano natomiast pozytywnego wplywu
dodatku immunoglobulin z6ttka jaja kurzego. Co wigcej, dodatek zaréwno zwigzkow
fitogenicznych jak i immunoglobulin jaja kurzego do preparatu, ktory zawieral bakterie
probiotyczne, znosit dziatanie tych dodatkow. Wplyw ten jednakze nie byt powtarzalny w
badaniach prowadzonych w dwoéch réznych gospodarstwach. Wskazuje to jednak, ze taczenie
wielu dodatkow w jednym preparacie moze nie mie¢ uzasadnienia. Podobnie jak w przypadku
réznic zaobserwowanych pomiedzy gospodarstwami w etapie 1, w etapie 2 cielgta w
gospodarstwie A (doswiadczenie A2) miaty ogdlnie wyzsze stezenie catkowitego biatka w
surowicy (~ 6,2 vs. 5,4 g/L), natomiast znacznie nizsze dobowe przyrosty masy ciata w catym
okresie badan w porownaniu z cieletami z gospodarstwa B (do§wiadczenie B2; ~ 600 vs. 780
g/dzien).
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6. DYSKUSJA

W celu zapobieganiu problemom zdrowotnym i poprawieniu efektywnosci odchowu cielat
w pierwszych tygodniach Zycia do preparatow mlekozastgpczych mozna stosowaé rdzne
dodatki paszowe, przy czym najbardziej popularnymi sg probiotyki, prebiotyki, zwigzki
fitogeniczne, Zrédla jonéw maslanowych oraz immunoglobuliny zo6ttka jaja [Frizzo i in., 2011;
Diraviyam i in., 2014; Froehlich i in., 2017; Gorka i in., 2018]. Pozytywne efekty dodatku
bakterii probiotycznych do preparatu mlekozastepczego na efekty odchowu cielat
wykazano w licznych dos§wiadczeniach [Froehlich i in., 2017; Heinrichs 1 in., 2003; Hill
I in., 2007; Masanetz i in., 2010]. Dos¢ czgsto do preparatu mlekozastgpczego wprowadza si¢
jednoczesnie kilka dodatkow paszowych, aby wykorzysta¢ ich potencjalne dziatanie
synergistyczne lub co najmniej addytywne [Ballou, 2011; Kehoe i Carlson, 2015]. Jednak
niewiele badan wykazato jednoznacznie, ze polaczenie roznych dodatkow paszowych
W preparacie mlekozastepczym dla cielgt skutkuje dodatkowymi, pozytywnymi efektami
[Erhard i in., 2000; Roodposhti i Dabiri, 2012]. Ponadto efekt mieszaniny réznych dodatkow
paszowych w preparacie mlekozastgpczym moze by¢ bardzo roézny w zaleznosci od
zastosowanej ich mieszaniny.

Preparat mlekozastgpczy wykorzystany we wszystkich doswiadczeniach wlasnych
zawierat Bacillus licheniformis, B. subtilis oraz Enterococcus faecium. Wykazano, ze spos$rod
r6znych bakterii probiotycznych stosowanych w preparatach mlekozastepczych dla cielat,
bakterie z rodzaju Bacillus majg pozytywny wplyw na wzrost i zdrowie nowonarodzonych
cielat [Jennyiin., 1991; Kowalski i in., 2009]. Ponadto w licznych do$wiadczeniach wykazano,
ze dodatek bakterii z rodzaju Bacillus do paszy dla nowonarodzonych ssakéw zwiekszat liczbe
bakterii Lactobacillus spp. i obnizata ilo$¢ Escherichia coli w kale [Hu iin., 2007 Hu i in.,
2014; Nguyen i in., 2019], co $wiadczy o pozytywnym wplywie probiotyku o takim sktadzie
na funkcjonowanie przewodu pokarmowego. Chociaz podobne badania nie zostaty
przeprowadzone u cielat, to oczekiwa¢ mozna analogicznego efektu. Wykazano, ze szczepy
Bacillus kolonizujg przewod pokarmowy cielat i prawdopodobnie wptywaja na populacje
innych drobnoustrojéw [Jenny i in., 1991].

W badaniach witasnych jednym z zastosowanych dodatkéw paszowych w preparacie
mlekozastepczym zawierajagcym bakterie probiotyczne byt maslan sodu. Wyniki doswiadczen
przeprowadzonych w ramach etapu pierwszego badan wykazaly, ze dodatek maslanu
W preparacie mlekozastepczym dla cielat zywionych w pierwszych 9 dniach zycia nadmiarem
siary i mleka przejsciowego miat negatywny wptyw na efekty ich odchowu (P-1). Odnotowano,
ze cieleta otrzymujgce preparat mlekozastepczy z tym dodatkiem paszowym charakteryzowaty
si¢ mniejszymi przyrostami masy ciala w poczatkowym etapie odchowu, mialy czesciej
biegunki, a wyniki badan mikrobiologicznych wykazaly niekorzystny wptyw na sktad bakterii
katowych. Ponadto zastosowanie tego dodatku w dawce pokarmowej dla cielat skutkowato
mniejszym spozyciem startera.

Wyniki badan dotyczace stosowania maslanu sodu w preparatach mlekozastepczych dla
cielat sg rozbiezne. Niektorzy autorzy twierdza, ze maslan jest jednym z najwazniejszych
stymulatorow rozwoju, dojrzewania i funkcjonowania nablonka przewodu pokarmowego
[Gorkaiin., 2009; Guilloteau i in., 2009]. Dane literaturowe wskazujg, ze dodatek ten stymuluje
proliferacjc komorek nabtonka przewodu pokarmowego poprzez aktywacje gendw
regulujacych przebieg cyklu komorkowego oraz zmniejsza ilos¢ komorek w obrgbie nabtonka,
ktére ulegaja programowej $mierci. Lacznie prowadzi to do zwigkszenia brodawek
zwaczowych oraz kosmkow jelitowych i1 powierzchni wchianiania sktadnikow pokarmowych
z przewodu pokarmowego [Mentschel i in., 2001; Malhi i in., 2013; Gorka i in. 2018]. Wyniki
badan Niwinskiej 1 in. [2011] wykazaty, ze wprowadzenie maslanu sodu do pasz w okresie
wychowu od 7 do 56 dnia zycia poprawito przyrosty masy ciata oraz wykorzystanie pasz
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i sktadnikow pokarmowych przez cicleta. Podobne efekty stosowania maslanu sodu
W preparacie mlekozastepczym wykazat takze Gorka i in. [2011la 1 b]. W efekcie dos¢
powszechnie przyjmuje si¢, ze ten dodatek paszowy ma pozytywny wplyw na efekty odchowu
cielat [Gorka i in., 2018].

W przeprowadzonych doswiadczeniach wilasnych stwierdzono jednakze, ze dodatek
maslanu sodu do preparatu mlekozastgpczego nie tylko pogarszal parametry odchowu, ale takze
zwickszatl liczebno$¢ E. coli w kale i zmniejszat stosunek Lactobacillus spp. do Escherichia
coli, co wskazuje niekorzystny wplyw na mikrobiote jelit cielgt (P-2). Zblizone wyniki
zastosowania maslanu sodu w preparacie mlekozastepczym na efekty odchowu cielat wykazat
Wolfswinkel [2017]. Autor ten zaobserwowal zwigkszong czesto$¢ wystepowania biegunek
U cielgt karmionych preparatem z dodatkiem maslanu sodu. Z kolei w badaniach
przeprowadzonych przez Wood i in. [2019] odnotowano niekorzystny zastosowania maslanu
sodu w preparacie mlekozastgpczym, wykazujac wyzszg Smiertelnos¢ cielat po zastosowaniu
tego dodatku. Na negatywny wptyw tego dodatku na wyniki odchowu cielat wskazuja takze
rezultaty doswiadczen prowadzonych przez O’Hara i in., [2018].

Podsumowujac, wyniki badan wiasnych wskazuja, ze zastosowanie potaczenia maslanu
sodu z bakteriami probiotycznymi w preparacie mlekozastepczym moze nie zawsze poprawiac
efekty odchowu cielat, a nawet przeciwnie — moze je pogarszac¢. Mozliwe, ze dodatek bakterii
probiotycznych 1 maslanu sodu w preparacie mlekozastgpczym nadmiernie stymuluje uktad
odpornosciowy cielat, jak sugerujg w swoich obserwacjach Wood i in. [2019]. To z kolei moze
prowadzi¢ do negatywnego wplywu na funkcje uktadu pokarmowego.

Zastosowanie dodatkow paszowych w preparatach mlekozastepczych w formie
zwigzkow fitogenicznych stwarza mozliwos¢ poprawy stanu zdrowia, wykorzystania paszy
| przyrostow masy ciala cielat [Stefanska i in., 2021]. Informacje zawarte w publikacjach wielu
autorow sugeruja, ze zwigzki fitogeniczne maja dziatanie przeciwbakteryjne [Froehlich i in.,
2017; Hill i in., 2007; Upadhaya i Kim, 2017], moduluja fermentacj¢ w zwaczu oraz dziataja
przeciwzapalnie [Calsamiglia i in., 2007]. Co bardzo istotne, wykazano, ze potgczenie
W preparacie mlekozastepczym fitogenicznego dodatku paszowego 2z bakteriami
probiotycznymi ma synergistyczny wplyw na efekty odchowu cielat [Stefanskaiin., 2021].
Podobnie sugeruja wyniki badan wilasnych zawarte w publikacjach P-1 i P-2, ktore
wykazaly, ze potgczenie w preparacie mlekozastepczym Bacillus subtilis, B. licheniformis
I E. faecium ze zwigzkami fitogenicznymi korzystnie wptywa na poprawe wzrostu cielat
I sktad bakterii katowych. W etapie pierwszym w doswiadczeniu Bl zaobserwowano
znacznie krocej trwajaca biegunke u cielagt spozywajacych dodatek fitogeniczny
W porownaniu z cielgtami z grupy kontrolnej. Ponadto, w do§wiadczeniu B1 liczba bakterii
Lactobacillus spp. i Bifidobacterium spp. ksztattowatla si¢ na wyzszym poziomie u cielat,
ktore otrzymywaly dodatek fitogeniczny w porownaniu do grupy kontrolnej. Jednocze$nie
stosunek Lactobacillus spp. do E. coli oraz Bifidobacterium spp. do E. coli ksztaltowat si¢
na wyzszym poziomie u cielgt zywionych preparatem z dodatkiem fitogenicznym
W poréwnaniu z grupg kontrolng. Ponadto, zwigzki fitogeniczne miaty korzystny wplyw
na strukture katu, efektywnos$¢ wykorzystania paszy oraz przynajmniej w niektérych
etapach prowadzonych badan wptyw na uzyskiwane przyrosty masy ciala. Wptyw taki
odnotowano przynajmniej w jednym z prowadzonych kilku do§wiadczen.

Podsumowujac, wyniki badan witasnych wykazaly, ze =zastosowanie dodatku
fitogenicznego w preparacie mlekozastepczym zawierajacym bakterie probiotyczne miato
pozytywny wptyw na badane mikroorganizmy w kale oraz uzyskiwane efekty odchowu cielat
przynajmniej w niektorych przeprowadzonych doswiadczeniach.

W zywieniu zwierzat gospodarskich bardzo popularne jest stosowanie immunoglobuliny
jaja kurzego jako dodatku paszowego. Szczegolnie korzystne efekty stosowania tego dodatku
w preparacie mlekozastepczym mozna uzyska¢ w polgczeniu z bakteriami probiotycznymi, co
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udowodnili w badaniach Erhard i in. [2000]. W badaniach, w ktorych dodatek ten zastosowano
u cielat z biegunke wywotang koronawirusem, poprawiat on stan zdrowia zwierzat oraz ich
przyrosty masy ciata [Ikemori i in., 1997]. Potwierdzone to zostalo w badaniach nad
skuteczno$cig tego dodatku w zapobieganiu chorobom zakaznym wywotlanym przez patogeny
jelitowe u wielu gatunkow zwierzat [Diraviyam i in., 2014].

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze zastosowanie immunoglobuliny
jaja kurzego w preparacie mlekozastepczym dla cielgt wywarto korzystny wptyw na bakterie
katowe w 14 dniu doswiadczenia, podobnie do wpltywu dodatkéow fitogenicznych (P-1).
Catkowita liczba bakterii w 14 dniu badan byta istotnie wyzsza u cielgt karmionych preparatem
mlekozastepczym z dodatkiem immunoglobuliny jaja kurzego, w poréwnaniu do grupy
kontrolnej. Stwierdzono takze wyzszy poziom Lactobacillus spp. i Bifidobacterium spp. w kale
w poroéwnaniu do grupy kontrolnej. Jednoczesnie liczba bakterii E. coli byta wyzsza u cielat
otrzymujacych immunoglobuliny jaja kurzego. Z kolei w przypadku liczebnos$ci bakterii C.
perfringens wynik ten byt nizszy niz w grupie kontrolnej w dalszym etapie odchowu. W efekcie
zastosowanie immunoglobuliny jaja kurzego w preparacie mlekozastepczym moze zmniejszy¢
wydalanie bakterii Clostridium perfringens wraz z katem. Z drugiej jednak strony, wyniki
przeprowadzonych badan nie wykazaly wyraznego pozytywnego wpltywu zastosowania tego
dodatku paszowego na przyrosty masy ciata cielat, ilo$§¢ biegunek oraz wykorzystanie paszy.
W swoich badaniach autorzy Ozpinar iin. [1996] uzyskali odmienne rezultaty stosowania
takiego dodatku paszowego.

Cieleta w badaniu wlasnym otrzymywaty siare i mleko przej§ciowe przez pierwsze 9 dni
zycia, co w $wietle dostepnych wynikéw badan miato najprawdopodobniej bardzo duzy wplyw
na rozwoj bakterii jelitowych, a takze nabtonka przewodu pokarmowego [Fischer i in., 2018].
W rezultacie efekty stosowania tego typu dodatku paszowego moga by¢ znacznie ograniczone,
gdyz cieleta zywione siarg dituzej niz standardowe 1-4 dni majg mniejszg podatno$¢ na
schorzenia uktadu pokarmowego [Fischer i in., 2018]. Niemniej jednak ograniczenie ilosci C.
perfringens w kale w koncowym okresie odchowu dzieki zastosowaniu immunoglobulin jaka
kurzego do preparatu mlekozastgpczego moze uzasadnia¢ wykorzystanie tego dodatku
paszowego.

Podsumowujac, pomimo wyraznego wptywu na ilo$¢ badanych bakterii w kale, dodatek
immunoglobulin jaja kurzego do preparatu mlekozastgpczego zawierajacego bakterie
probiotyczne miat niewielki wptyw na efekty odchowu cielat. Zastosowanie tego dodatku
W preparacie mlekozastepczym zawierajacym bakterie probiotyczne moze jednakze ograniczac
wydalanie C. perfringens w kale, a tym samym rozprzestrzenianie si¢ tej bakterii powodujacej
biegunki u cielgt w sSrodowisku ich bytowania.

W przeprowadzonych badaniach szczeg6lng uwage nalezy zwroci¢ na wyniki doswiadczen
przeprowadzonych w etapie drugim (P-1), w ktorych badano wplyw kombinacji probiotyku,
dodatku fitogenicznego i dodatku immunoglobulin jaja kurzego do preparatu mlekozast¢pczego
na efekty odchowu cielat. Tylko w niewielu doswiadczeniach badano wplyw interakcji
pomigdzy ré6znymi dodatkami paszowymi podawanymi w preparacie mlekozastepczym, a w
tych, ktore takg interakcje badano w niewielu ja wykazano [Erhard i in., 2000; Roodposhti i
Dabiri, 2012; Stefanska i in., 2021; Gorka i in., 2021]. Poza juz dyskutowanym generalnie
negatywnym wpltywem dodatku maslanu sodu do preparatu mlekozastgpczego na efekty
odchowu cielat, gdy w sktadzie preparatu znajdowat si¢ probiotyk [wyniki niniejszej pracy oraz
Wood i in., 2019], wyniki etapu drugiego prowadzonych doswiadczen jednoznacznie
dokumentujg mozliwg negatywng interakcj¢ pomiedzy stosowanymi w paszy dla cielat
dodatkami paszowymi. W ujeciu szczegotowym, w jednym z przeprowadzonych doswiadczen
polaczenie dodatku fitogenicznego z immunoglobulinami jaja kurzego znosito pozytywny
efekt tego pierwszego. Wynik taki jest sprzeczny z powszechnie przyjetym taczeniem réznych
dodatkéw paszowych w preparacie w celu uzyskania ich synergistycznego lub addytywnego
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efektu [Erhard i in., 2000; Roodposhti i Dabiri, 2012; Stefanska i in., 2021; Goérka i in., 2021].
Mechanizm takiego efektu potaczenia badanych dodatkow w preparacie mlekozastgpczym
zawierajacym bakterie probiotyczne jest trudny do wyjasnienia. Przynajmniej czesciowo moze
wynika¢ z faktu, ze w prowadzonych badaniach cielgta w pierwszych dniach zycia
otrzymywaty siar¢ 1 tzw. mleko posiarowe. Niemniej jednak taki wyniki badan potwierdza
przyjeta hipoteze badawcza.

Podsumowujac, wyniki przeprowadzonych doswiadczen, w ktorych taczono w jednym
preparacie mlekozastepczym trzy rozne dodatki paszowe, wskazujg na mozliwe znoszenie si¢
ich efektdw, w przeciwienstwie do oczekiwanego ich dziatania addytywnego lub
synergistycznego.

Istotnym wynikiem prowadzonych badan jest réwniez zmiennos$¢ efektow stosowania
badanych dodatkéw paszowych pomiedzy gospodarstwami, a takze do$wiadczeniami
prowadzonymi w tym samym gospodarstwie. Wynikom tym towarzyszyly roznice
W poczatkowej masie ciala cielat w trakcie kilkumiesigcznej przerwy pomiedzy dwoma
badaniami przeprowadzonymi w tym samym gospodarstwie (gospodarstwie A). Odnotowano
takze odporno$¢ bierng u cielat na nizszym poziomie w badaniu B1 w poréwnaniu z badaniem
B2, ktore przeprowadzono w tym samym gospodarstwie B. W efekcie rdéznice wynikow badan
pomigdzy gospodarstwami, a takze pomigdzy doswiadczeniami prowadzonymi w tym samym
gospodarstwie, moga wynika¢ z rdznic mi¢dzy nimi oraz pewnych zmian zachodzacych
w gospodarstwie w czasie. W licznych badaniach odnotowano wptyw roku i sezonu na wzrost
i parametry zdrowotne cielgt [Chester-Jones i in., 2017; Donovan i in., 1998; Place i in., 1998].
Na zréznicowane wyniki stosowania dodatkéw paszowych w preparacie mlekozastgpczym
podawanym cieletom moga wplywac takze takie czynniki jak: wiek zwierzat [Alawneh i in.,
2020], dawka dodatku paszowego [Froehlich i in., 2017], jako$¢ preparatu mlekozastepczego
[Cangiano i1n., 2020]. Ponadto, ekspozycja cielat na patogeny w gospodarstwie i stres, na ktory
narazone sg cieleta, moga mie¢ wpltyw na efekty stosowania dodatku paszowego lub ich
kombinacji [Cangiano i in., 2020; Krehbiel iin., 2003]. Jesli chodzi o warunki panujace
W gospodarstwie, to mogg one zmienia¢ si¢ w Sposob dynamiczny w niewielkim przedziale
czasowym, wptywajac na wyniki stosowania dodatku paszowego. Zmiany te moga obejmowac
czesto$¢ wystepowania patogendéw, ktére wywotuja biegunki u cielat oraz ich oporno$¢ na
leczenie antybiotykami [Berge i in., 2005; Hordijk i in., 2013]. Stad tez, wyniki badan opisane
w ramach niniejszej pracy doktorskiej do$¢ jednoznacznie sugeruja, ze stosowany dodatek
paszowy w preparacie mlekozastepczym powinien by¢ indywidualnie dobrany do
gospodarstwa 1 panujagcych w nim warunkow, a takze przetestowany przed jego rutynowym
stosowaniem. Wykorzystanie jednego lub kilku dodatkow moze bowiem nie przynosi¢
pozadanych efektow w przypadku konkretnego gospodarstwa lub panujacej w nim sytuacji, co
mozna sprawdzi¢ wykonujgc niewielkie doswiadczenie (tzw. probe polowg).

Podsumowujac, mozna stwierdzi¢, ze wyniki przeprowadzonych badan wykazaty duza
zmienno$¢ efektow stosowania dodatkow paszowych w preparacie mlekozastepczym dla cielat.
Przed rutynowym stosowaniem dodatku paszowego w gospodarstwie powinno si¢ rozwazy¢
sprawdzenie jego efektywnosci.
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7. PODSUMOWANIE | WNIOSKI

Podsumowujac, postawiona hipoteza dysertacji zostata zweryfikowana w serii czterech
powiazanych do$wiadczen na cieletach, przeprowadzonych w dwoch réznych gospodarstwach.
W celu weryfikacji postawionej hipotezy i osiggniecia celow pracy badano szczegdlowo
parametry odchowu cielat na ich duzej populacji oraz zbadano liczb¢ wybranych bakterii
w kale, jako wskaznika badanych czynnikow na zdrowie 1 funkcjonowanie przewodu
pokarmowego zwierzat.

Uzyskane wyniki badan pozwolity na sformutowanie nast¢pujgcych wnioskow:

1. Dodatek zwigzkow fitogenicznych do preparatu mlekozastgpczego zawierajacego
bakterie probiotyczne wplywal korzystnie na sktad bakterii katowych u cielgt zywionych siarg
i mlekiem przejSciowym w pierwszych 9 dniach zycia. Ten pozytywny efekt byt
odzwierciedlony w wiekszej liczbie Lactobacillus spp. i Bifidobacterium spp. oraz wyzszym
stosunku Lactobacillus spp. do E. coli i Bifidobacterium spp. do E. coli w kale.

2. Dodatek maslanu sodu do preparatu mlekozastepczego zawierajgcego prebiotyk miat
niekorzystny wplyw na badane bakterie w kale, co zostato potwierdzone w postaci wigkszej
liczby E. coli i mniejszym stosunkiem Lactobacillus spp. do E. coli.

3. Dodatek immunoglobulin zéttka jaja kurzego zmniejszat liczbe C. perfringens w kale
cielat, co sugeruje potencjalne korzysci z tego dodatku do preparatu mlekozastepczego dla
cielgt zywionych w pierwszych dniach zycia siarg i mlekiem przejsciowym.

4. Dodatek maslanu sodu do preparatu mlekozastgpczego zawierajacego bakterie
probiotyczne nie miat lub mial negatywny wptyw na efekty odchowu badanych cielat.

5. Dodatek zwigzkéw fitogenicznych 1 immunoglobulin jaja kurzego do preparatu
mlekozastepczego poprawit efektywnos$¢ wykorzystania paszy, przyrosty masy ciata cielat oraz
oceng kalu oraz zmniejszyt podatnos¢ cielat na biegunke na niektérych etapach odchowu. Efekt
ten byl w szczegdlnosci widoczny w przypadku stosowania w preparacie dodatku
fitogenicznego.

6. Wptyw dodatkow paszowych réznit si¢ istotnie migedzy gospodarstwami, w ktérych
prowadzono badania, a takze miedzy do$wiadczeniami prowadzonymi w tym samym
gospodarstwie.
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9. STRESZCZENIE

Efektywnosc¢ zastosowania dodatkow paszowych do preparatu mlekozastepczego na
wyniki odchowu cielat

mgr inz. Julita Milik
Stowa kluczowe: ciele, dodatek paszowy, zdrowie, bakterie katowe

W celu poprawy efektow odchowu cielgt w podawanych im preparatach
mlekozastepczych powszechnie stosuje sie dodatki paszowe. Do najpopularniej stosowanych
nalezg: probiotyki, prebiotyki, zwigzki fitogeniczne, immunoglobuliny zéttka jaja kurzego i sole
kwasu mastowego. Sposrdd nich najczesciej stosowanymi w preparatach mlekozastepczych s
dodatki probiotyczne. Dodatki tego rodzaju jednakie czesto tgczy sie w preparacie
mlekozastepczym z innymi dodatkami paszowymi, pomimo braku mocnych dowoddéw na
zasadnos$¢ takiego postepowania. Stad tez celem badan byta ocena wptywu zastosowania w
preparacie mlekozastepczym bakterii probiotycznych w potgczeniu z maslanem sodu,
zwigzkami fitogenicznymi oraz immunoglobulinami zé6ttka jaja kurzego na efekty odchowu
cielat oraz sktad wybranych bakterii w kale. Badania prowadzono na cieletach, ktore przez
pierwsze 9 dni zycia otrzymywaty siare oraz tzw. mleka przejsciowego. Badania podzielono na
dwa etapy. W kazdym z nich wykonano dwa blizniacze doswiadczenia na cieletach w dwdch
roznych gospodarstwach. W etapie 1 zbadano wptyw dodatku maslanu sodu, zwigzkow
fitogenicznych iimmunoglobulin zéitka jaja kurzego do preparatu mlekozastepczego
zawierajgcego probiotyk na efekty odchowu i liczbe wybranych bakterii w kale cielgt. Wyniki
doswiadczen przeprowadzonych w ramach tego etapu badan wykazaty, ze dodatek maslanu
sodu do preparatu mlekozastepczego dla cielgt zywionych w pierwszych dniach zycia
nadmiarem siary i mleka przejsSciowego miat negatywny wptyw na efekty ich odchowu. Cieleta
otrzymujgce preparat mlekozastepczy z maslanem sodu miaty tendencje do mniejszych
przyrostdw masy ciata na poczatkowych etapach odchowu i gorszej struktury katu, a wyniki
badan mikrobiologicznych wykazaty niekorzystny wptyw na sktad bakterii katowych. Dodatek
zwigzkow fitogenicznych miat najbardziej korzystny wptyw na badane parametry, w tym miat
pozytywny wptyw na strukture katu iefektywnos¢ wykorzystania paszy. Z kolei dodatek
immunoglobulin z6ttka jaja kurzego do preparatu mlekozastepczego zmniejszat liczbe bakterii

Clostridium perfringens w kale cielgt. W etapie 2 zbadano wptyw dodatku zwigzkow

30



fitogenicznych, immunoglobulin zéttka jaja kurzego oraz kombinacji tych dwéch dodatkéw w
preparacie mlekozastepczym zawierajgcym probiotyk na efekty odchowu cielgt. Dodatki
badane w etapie 2 wybrano na podstawie wynikéw etapu 1 badani. Przeprowadzone badania
wykazaty, ze zastosowanie dodatku fitogenicznego poprawiato przyrosty masy ciata cielgt
i efektywno$¢ wykorzystania paszy. Wptyw ten nie byt jednakie powtarzalny pomiedzy
doswiadczeniami prowadzonymi w réznych gospodarstwach. Nie wykazano natomiast
pozytywnego wptywu dodatku immunoglobulin zéttka jaja kurzego na badane parametry
odchowu cielagt. Ponadto wykazano, ze dodatek zaréwno zwigzkéw fitogenicznych jak i
immunoglobulin jaja kurzego do preparatu, ktdory zawierat bakterie probiotyczne, znosit
dziatanie tych dodatkéw w jednym z przeprowadzonych doswiadczen. Wynik taki wskazywat,
ze taczenie wielu dodatkdw w jednym preparacie moze nie mie¢ uzasadnienia. tgcznie wyniki
przeprowadzonych czterech doswiadczen na zwierzetach w dwédch wzajemnie
uzupetniajgcych sie etapach badan wykazaty, ze dodatek zwigzkow fitogenicznych i
immunoglobulin jaja kurzego do preparatu mlekozastepczego dla cielgt zawierajgcego
dodatek probiotyczny poprawiat efektywnos¢ wykorzystania paszy, przyrosty masy ciata,
ocene katu oraz zmniejszyt podatnosc cielgt zywionych w pierwszych dniach zycia nadmiarem
siary i mleka posiarowego na biegunke na niektdrych etapach odchowu. Ponadto miat
pozytywny wptyw na sktad bakterii katowych. Wptyw badanych dodatkéw paszowych rdznit
sie jednakze miedzy gospodarstwami, w ktorych prowadzono badania, a takze miedzy

doswiadczeniami prowadzonymi w tym samym gospodarstwie.
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10. ABSTRACT

Effectiveness of feed additives use in milk replacer on rearing results of calves
Julita Milik, MSc

Key words: calf, feed additive, health, fecal bacteria

In order to improve the results of calf rearing, feed additives are commonly used in calf
milk replacers. The most popularly used ones include: probiotics, prebiotics, phytogenic
compounds, egg yolk antibodies as well as salts of butyric acid. Among them, probiotics are
most frequently used in calf milk replacers. Such additives, however, are often combined in a
milk replacer with other feed additives, despite the lack of strong evidence justifying such a
practice. Hence, the aim of this thesis was to determine the effect of supplementing probiotic
bacteria in the milk replacer in combination with sodium butyrate, phytogenic compounds as
well as egg yolk antibodies, on the results of calf rearing and composition of selected fecal
bacteria. The research project was conducted on calves fed in first 9 days of the life colostrum
and the so-called transition milk. The project was divided into two stages. In each of them,
two identical experiments were carried out on calves on two different farms. In the first stage,
the impact of adding sodium butyrate, phytogenic compounds and egg yolk antibodies into a
milk replacer containing probiotic on rearing results and count of selected bacteria in calf
faeces was investigated. The results of the studies conducted within this stage of research
indicated that addition of sodium butyrate into the milk replacer for calves fed in their first
days of their life with surplus colostrum and transition milk, had a negative effect on the
results of their rearing. The calves receiving the milk replacer with sodium butyrate, showed
a tendency to a lower body weight gain in the initial stages of rearing and lower fecal score,
while the results of microbiological tests indicated its unfavorable effect on the composition
of fecal bacteria. Addition of phytogenic compounds had the most beneficial effect on the
tested parameters, including the positive effect on the structure of faeces and feed efficiency.
On the other hand, addition of egg yolk antibodies into the milk replacer, reduced the number
of Clostridium perfringens in calf faeces. In the second stage, the effect of adding phytogenic
compounds, egg yolk antibodies as well as a combination of these two additives was
investigated in the milk replacer containing probiotic on the results of calf rearing. Additives

tested in the second stage were selected based on the results of stage one. The conducted
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studies indicated that application of the phytogenic additive improved body weight gain in
calves as well as feed efficiency. However, this effect was not repeatable between studies
conducted on different farms. No positive effect was indicated of supplementing egg yolk
antibodies on the tested parameters in reared calves. Furthermore, it was shown that addition
of both phytogenic compounds and egg yolk antibodies into the milk replacer that contained
probiotic bacteria, removed the effect of these additives in one of the conducted studies. This
result indicated that combining many additives in one milk replacer may not be justifiable. In
summary, the results of the conducted four studies on animals in two complementary stages
indicated that supplementing phytogenic compounds and egg yolk antibodies in calf milk
replacer containing probiotic bacteria improved feed efficiency, body weight gain, fecal score,
and decreased susceptibility to diarrhea of calves fed in their first days of life with colostrum
surplus and transition milk in some stages of rearing. Furthermore, positive impact on faecal
bacteria was shown. The impact of the studied feed additives, however, differed between
farms on which studies were conducted, and also between studies carried out on the same

farm.
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11. ZALACZNIKI

11.1. Kopie artykuléw naukowych stanowigcych cykl publikacji rozprawy
doktorskiej
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ABSTRACT

Keywords:
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The same study methodology and treatments were used on two different farms and in two
consecutive studies on each farm to determine whether supplementation with sodium butyrate
(SB), phytogenic compounds (PC), and egg yolk antibodies (EY) in milk replacer (MR) containing
probiotic bacteria would affect the body weight (BW), average daily gain (ADG), feed efficiency
(FE), fecal score (FS), and health of calves. On both farms, calves were fed a mixture of surplus
colostrum, transition milk and whole milk for the first 9 days of life. In Stage 1, 100 calves on
Farm A (Study 1A) and 96 calves on Farm B (Study 1B) were allocated to one of four treatments:
1) MR (CTRL); 2) MR with SB (3.1 g/day/calf); 3) MR with PC (0.45 g/day/calf); and 4) MR with
EY (2.7 g/day/calf). In Stage 2, 96 calves on Farm A (Study 2A) and the same number on Farm B
(Study 2B) were allocated to one of four treatments: 1) MR (CTRL); 2) MR with PC; 3) MR with
EY; and 4) MR with PC and EY (PCEY). The feed additives used in Stage 2 were chosen based on
the results of Stage 1. The calves were allocated to studies on day 10 of life and their growth
performance and health parameters were monitored for 50 days. From the first day of the study,
the calves were fed daily 6 L of MR and starter mixture ad libitum. The MR (21% crude protein
and 18% fat) used in the studies contained Bacillus licheniformis and Bacillus subtilis (1.3 x 10°
CFU/g), and Enterococcus faecium (1.2 x 10° CFU/g). In Study 1A, SB increased FS compared to
CTRL. In Study 1B, SB and EY tended to decrease the ADG of calves between day 1 and 20 of the
study, EY increased the ADG of calves between day 21 and 50 of the study, PC decreased the FS

Abbreviations: ADF, acid detergent fiber; ADG, average daily gain; aNDF, neutral detergent fiber; BW, body weight; CTRL, control; DM, dry
matter; EY, egg yolk antibodies; FE, feed efficiency; FS, fecal score; MR, milk replacer; PC, phytogenic compounds; PCEY, phytogenic compounds
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between day 1 and 20 of the study and in the whole study period, and increased FE compared to
CTRL. Moreover, PC calves had fewer days with diarrhea and a lower likelihood of developing
diarrhea compared to CTRL calves. In Study 2A, final BW, ADG and starter intake were or tended
to be the greatest for PC calves and EY calves, intermediate for CTRL calves, and the lowest for
PCEY calves. In Study 2B, PC increased the ADG of calves between day 1 and 20 of the study and
tended to improve FE. In summary, SB supplementation in MR containing probiotic bacteria had
no or a negative impact on the performance of calves, PC supplementation improved the per-
formance of calves at some but not all stages of rearing, whereas EY supplementation had no
substantial impact. Consumption of a mixture of colostrum, transition milk and whole milk by
calves in the first days of life has to be taken into account when interpreting those results. The
impact of tested feed additives was inconsistent between the farms on which the studies were
conducted as well as between studies conducted on the same farm.

1. Introduction

Various feed additives, such as probiotics, prebiotics, phytogenic compounds or butyrate sources, are used in milk replacer (MR) in
order to enhance the health and growth performance of newborn calves (Frieten et al., 2017; Stefanska et al., 2021; Jahani-Azizabadi
et al., 2022). Of those mentioned, probiotics are likely the most commonly used, due to their well-established positive impact on calf
growth and health (Frizzo et al., 2011; Signorini et al., 2012; Cangiano et al., 2020). Probiotic supplementation is also considered as
having a low risk, i.e. unlikely to have a negative impact on the performance and health of calves, based on the results of multiple
studies (Frizzo et al., 2011; Signorini et al., 2012; Cangiano et al., 2020). Thus, probiotic bacteria supplementation in calf MR is very
common. However, in commercial calf MR, other feed additives are commonly included in addition to probiotics, which is done as a
potential strategy allowing for further improvement in the performance of the calves (Gorka et al., 2021; Stefanska et al., 2021).
Moreover, ‘top dressing’ of MR solution already containing probiotic bacteria with other feed additives by farmers seems a not un-
common practice (authors’ observations). Such practices are implemented, although not many studies have investigated their
effectiveness.

Of the various feed additives that can be used in MR, sodium butyrate and egg yolk antibodies have an especially well-proven,
positive impact on the performance of reared calves, based on available literature reviews and meta-analyses (Diraviyam et al.,
2014; Gorka et al., 2018). Furthermore, a ban on using in-feed antibiotics which has been implemented in numerous countries has
contributed to the increasing popularity of phytogenic compounds, as a source of natural substances that are effective in preventing
diseases and enhancing the growth performance of animals, including calves (Froehlich et al., 2017; Jahani-Azizabadi et al., 2022).
Knowledge on whether combinations of those mentioned feed additives with probiotic bacteria in MR results in additional benefits in
terms of the performance of calves and their health is limited to only several studies (Erhard et al., 2000; Wood et al., 2019; Stefanska
et al., 2021). Furthermore, Wood et al. (2019) showed that the combination in MR of probiotic bacteria with butyrate sources may be
not advantageous, indicating that, prior to routine use, the potential advantages of different feed additive combinations in calf MR
should be verified.

The effectiveness of feed additive use may also differ depending on the pathogen load on the farm and other stressors that calves
may be exposed to (Krehbiel et al., 2003; Cangiano et al., 2020). Furthermore, other factors, including environmental and management
factors, seem to have a profound impact on the effectiveness of feed additive usage, contributing to the variability of results between
studies (and farms), even when the same or similar feed additive is investigated (Signorini et al., 2012; Diraviyam et al., 2014;
Cangiano et al., 2020). For example, the results of numerous studies encourage feeding calves with colostrum or transition milk for an
extended period of time, e.g. several days to several weeks (Van Soest et al., 2020; Kargar et al., 2021). When such a practice is applied,
it may substantially affect the efficiency of feed additive usage, due to the substantial impact of the intake of bioactive components that
are present in colostrum on the calves’ gastrointestinal tract and immune system development (Pyo et al., 2020; Van Soest et al., 2022).
Taking this into account, the most efficient feed additive or combination of feed additives may differ depending on the farm and its
unique environmental and management factors.

The aim of the project was to determine the effectiveness of sodium butyrate, phytogenic compounds and egg yolk antibodies
supplementation in calf MR containing probiotic bacteria when the same MR and the same feed additives were supplemented on
different farms and in two consecutive studies on each farm, and when calves were fed surplus colostrum and transition milk for an
extended period. It was hypothesized that a combination of various feed additives with probiotic bacteria may not necessarily result in
additional, positive effects. Additionally, we were expecting that the most effective feed additive or feed additives combination with
probiotic bacteria in calf MR may depend on the farm on which it was used. Consequently, the feed additive combinations that are
recommended for use on a particular farm should ideally be tested prior to routine supplementation in MR.

2. Materials and methods

The studies were conducted on two dairy farms located in the western (Hodowla Zwierzat Zarodowych Osowa Sien Sp. z o. o.,
Przyczyna Gérna; Farm A) and the northwestern part of Poland (Gospodarstwo Rolno-Hodowlane Zydowo Sp. z o. 0., Zydowo; Farm
B). The experimental procedures followed Polish legislation, which is in accordance with EU Directive 2010/63/EU for the protection
of animals used for scientific purposes.
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2.1. Project stages and overall assumptions

The project was divided into two stages. In Stage 1, two studies were conducted to investigate the impact of sodium butyrate (SB),
phytogenic compounds (PC) and egg yolk antibodies (EY) supplementation in MR containing probiotic bacteria on growth perfor-
mance, feed efficiency (FE), and the health of calves. One study was conducted on Farm A (Study 1A) and one study on Farm B (Study
1B). Study 1A was conducted between July and December 2019 and Study 1B between August 2019 and January 2020. During Study
1A, the temperature averaged 19.6 + 3.3 °C (mean + SD) and 3.6 + 2.6 °C during the hottest (July) and the coldest (December) month
of the study, respectively, and 20.5 + 2.3 °C and 2.4 £+ 2.5 °C in Study 1B (August and January).

In Stage 2, the two most effective feed additive combinations with probiotic bacteria selected based on the results of Study 1A and
1B were verified once again on the same farms (Study 2A and Study 2B on Farm A and B, respectively), and additionally the impact of
the use of a combination of these feed additives in MR containing probiotic bacteria was investigated. Such an approach allowed us to
test whether the effect of a combination of investigated feed additives with probiotic bacteria in MR would be repeatable, and at the
same time, whether a combination of more than one feed additive with probiotic bacteria may result in additional benefits. Study 2A
was conducted between March and August 2020 and Study 2B between March and September 2020. In Study 2A, the temperature
averaged 19.3 + 2.5 °C (mean + SD) and 4.8 + 2.8 °C during the hottest (July) and the coldest (March) month of the study,
respectively, and 18.0 + 2.5 °C and 4.6 + 3.0 °C in Study 1B (July and March). Both for Stage 1 and 2, temperatures were recorded at
research stations located approximately 30 and 40 km away from the calf barns for Farm A and B, respectively (https://danepubliczne.
imgw.pl; Institute of Meteorology and Water Management, National Research Institute, Warsaw, Poland).

Both in Stage 1 and Stage 2, the same methodology was used and the methodology of the studies was as similar as possible between
the farms. Furthermore, Study 1A and 1B as well as Study 2A and 2B were conducted nearly in parallel [due to the smaller number of
cows on Farm B compared to Farm A (~ 400 vs. 1000) it always took longer to collect the required number of calves for studies
conducted on Farm B, and thus Study 1B and 2B lasted longer than Study 1A and 2A], and milk replacers for each stage of the project
were prepared the same day, using ingredients from the same batches.

2.2. Study 1A and 1B

2.2.1. Animals, housing, feeding and treatments

One hundred Holstein calves (52 females and 48 males; 43.3 + 4.0 kg and 6.39 + 0.44 g of total serum protein/L; mean + SD) in
Study 1A and ninety six Holstein calves (48 females and 48 males; 45.3 + 4.1 kg and 5.71 + 0.73 g of total serum protein/L) in Study
1B were blocked by date of birth and sex at 10 days of age and within a block allocated to one of four treatments: 1) MR (CTRL); 2) MR
with SB (3.4 kg/ton resulting in SB intake of 3.1 g/day/calf; Adimix Easy, Nutriad, Belgium); 3) MR with PC (0.5 kg/ton resulting in PC
intake of 0.45 g/day/calf; Digestarom, Biomin, Austria); and 4) MR with EY (egg yolk powder containing specific antibodies; 3 kg/ton
resulting in EY intake of 2.7 g/day/calf; Globigen Life Start, EW Nutrition, Germany). The MR (21% crude protein and 18% fat)
contained Bacillus licheniformis and Bacillus subtilis (1.3 x 10° CFU/g), and Enterococcus faecium (1.2 x 10% CFU/g). Probiotic bacteria
used in the MR were bacteria routinely used by the MR manufacturer, which was encouraged by the results of available studies
(Kowalski et al., 2009; EFSA, 2012). The SB and EY were chosen to test in combination with those probiotic bacteria based on literature
reviews and meta-analyses showing the positive impact of these feed additives on the performance and health of reared calves in
numerous studies (Diraviyam et al., 2014; Gorka et al., 2018). In turn, PC were chosen to test based on the increasing popularity of PC
usage in animal nutrition (Upadhaya and Kim, 2017). The choice was also justified by the results of studies showing possible positive
but also negative interactions between these feed additives and probiotic bacteria when used in calf MR (Erhard et al., 2000; Wood
etal., 2019; Stefanska et al., 2021). Commercial feed additives containing SB and EY popular on the Polish market were used. On the
other hand, commercial feed additive containing PC was chosen from among many available on the market based on a review of
available on-line papers and conference abstracts. The product whose effect was tested in the largest number of studies and which
showed most often a positive impact on the performance of calves was chosen.

The incorporation of each feed additive into the MR followed the manufacturer’s recommendations. Dosages of tested feed ad-
ditives, including probiotic bacteria, were not consulted with their manufacturers and manufacturers’ representatives were not
involved in preparation of study protocols. Thus, their recommendations in terms of product inclusion in MR for this particular
conducted studies may differ.

Allocation of calves to treatments ensured similar initial body weight (BW) and total serum protein between treatments.

Maintenance, feeding and observations done on calves followed those described in our past studies (Gorka et al., 2021). Briefly,
before initiating the study, the calves followed the routine procedures for newborn calves which, with minor exceptions, were the same
for both farms. This included immediate separation from the dam after birth, placing the calf in an individual hutch [150 x 120 x 125
cm (length x width x high) with additional outside area of 150 x 120 cm] bedded with straw, and feeding 4 L of maternal colostrum
via stomach tube within the first two hours of life. On Farm A, colostrum quality was not controlled and frozen colostrum was used only
when the colostrum showed signs of mastitis. On Farm B, only maternal colostrum of good quality (> 23 BRIX) was fed to the calves,
and when the maternal colostrum did not fulfill the quality criteria, frozen colostrum was used. Thereafter, a mixture of surplus
colostrum, transition milk and, if necessary to obtain the needed volume, whole milk (tank milk) was offered (3 x 2 L) until day 10 of
life.

Between day three to six of life, blood samples were collected from each calf and the obtained serum was used for total serum
protein determination using a refractometer (Reichert VET 360, Reichert Technologies, New York, USA). Total serum protein was
determined as part of the farms’ standard procedures for newborn calves, and subsequently used to determine passive immunity for
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each treatment.

On day 10 of age, the calves were allocated to treatments and were fed 6 L of MR three times a day (~ 6 h interval between feedings;
2 L/feeding). The MR (Polmass Red Full, Polmass S.A., Poland; 21% crude protein and 18% fat) was reconstituted in the ratio of 150 g
of MR powder in 1 L of water, which resulted in 900 g of MR powder/day/calf. The MR was fed from a nipple bucket and refusals were
recorded after each feeding; MR was considered refused when the calf did not consume the whole offered volume after 15 min. Also,
beginning on the first day of the study, in Study 1A calves were provided with pelleted starter mixture (MPU CALF STARTER, Cargill
Poland Sp. z o. o., Poland) that was mixed with whole corn grain (50:50; w/w) and in Study 1B texturized starter (Chrupka, Lira
Wytwdrnia Pasz, Poland). Thus, starter feed offered to calves on each farm differed, both in terms of structure, ingredients and
chemical composition. On the first day of the study, 1 kg of starter was added to the feeder. Once this amount was consumed, another 1
kg was added, and when this amount was fully consumed over two consecutive days, the amount added to the feeder was increased to
2 kg, and subsequently to 3 kg, etc. Therefore, daily starter intake was not monitored but consumption over the whole study period
(amount added to the feeder) was recorded. If the feed was dirty or spoiled, it was removed and weighed. The amount of feed
remaining in the feeder was also weighed on the last day of the study. The calves also had unlimited access to water.

The calves remained in the study until day 60 of age, thus the study lasted 50 days (from day 10 to 60 of age).

2.2.2. Measurements and observations

The calves were weighed on the first day of the study and then on days 20, 30, 40, and 50 of the study, always at the same hour of
the day (1400 h in both studies; ~ 3 h after last MR feeding and ~ 5 h after last starter adding to the feeder in both studies). The scale
was calibrated once a week. The fecal scores (fluidity; FS) of the calves were recorded daily, using a 4-point scale [1 = normal, 4 =
diarrhea; Larson et al. (1977)], by two trained persons working on each farm. Calves displaying a FS >3 were considered to have
diarrhea. Additionally, in cases of a persisting FS > 3, severe diarrhea (fecal score 4) or dehydration, the calves were treated on an
individual basis according to a veterinarian’s recommendations. More specifically, on Farm A calves were treated against diarrhea and
navel inflammation with Cobactan (Intervet International B.V., Netherlands) or Borgal (Merck Animal Health, Canada) in combination
with Biovetalgin (Biowet-Drwalew, Poland) and were also offered Pro-Pect (HerbiLINE, Poland) in between MR feedings. On the other
hand, in the case of pneumonia, calves were treated with Forcyl (Vetoquinol Biowet Sp. z o.0., Poland) or Cobactan (Intervet Inter-
national B.V.) in combination with Melovem (Dopharma Research B.V., Netherlands). On Farm B, calves were treated against diarrhea
and navel inflammation with Tetravet (Ceva Sante Animale, Zone Industrielle La Ballastiere, France) in Study 1B and Synulox (Zoetis
Polska sp. z o.0., Poland) in Study 2B in combination with Meloxidyl (Ceva Sante Animale) and were orally dosed Lexicor Gel and
Hydrocor Gel (BoviCor, Poland) in between MR feedings. On the other hand, in the case of pneumonia, calves were treated with
Zuprevo (Intervet International B.V.) in combination with Meloxidyl (Ceva Sante Animale).

2.2.3. Feed samples and analysis

Samples of each batch of MR were collected during MR production at the plant, whereas samples of starter were collected weekly at
the farm and then composited by month of study; however, liquid feed offered prior to study initiation (a mixture of colostrum,
transition milk and whole milk) was not sampled for chemical analysis. Feeds were analyzed for dry matter (DM), ash, crude protein,
crude fat, neutral detergent fiber (aNDF; NDF assayed with a heat stable amylase and expressed inclusive of residual ash), and acid
detergent fiber (ADF), as previously described by Gorka et al. (2017). Starch content was determined using the polarimetric method in
line with the recommendation of the European Union Commission Regulation (No. 152/2009).

2.2.4. Statistical analysis

Each study was analyzed separately as a randomized complete block design using PROC MIXED of SAS (version 9.4, SAS Institute,
Cary, NC, USA). Prior to data analysis, the normality of the data and homogeneity of variance were also tested using PROC UNI-
VARIATE of SAS. Effects of the treatment, sex of the calves and sex x treatment interaction were considered in the statistical model as
fixed effects, whereas the sex of the calves within a block as a random effect. The statistical model for repeated variables also included
the effect of time and its interactions with treatment and sex, as fixed effects (Littell et al., 1998); however, for most of the analyzed
parameters, two- and three-way interactions turned out to be not significant (P > 0.05), and thus were removed from the model. Only
those which were significant were left in the model and P-values for those effects are presented under the tables. An optimal covariance
structure (autoregressive order one, unstructured or compound symmetry) was chosen based on Akaike’s criterion. For BW, average
daily gain (ADG), starter intake, and FE analysis, initial BW was included in the model as a covariate. Fecal score data were analyzed
using PROC GLIMMIX of SAS using Poisson distribution and AR(1) type covariance structure. Frequency and duration of diarrhea
(fecal score >3) and frequency of medical treatments (including diarrhea and respiratory diseases) were analyzed using PROC
GENMOD of SAS and Poisson distribution. The occurrence of diarrhea (fecal score >3) and medical treatment were tested by logistic
regression using a binomial distribution and PROC GLIMMIX of SAS. The odds ratio of developing diarrhea and requiring medical
treatment were discussed. Each study was divided into two sub-periods, i.e. from day 1-20 of study and day 21-50 of study, where day
1-20 of study (approximately day 10-30 of the calves’ life) was considered to be the period when the calves were the most susceptible
to disease, and thus the effect of feed additive supplementation (positive or negative) should be the most apparent. A planned contrasts
were used for results interpretation (CTRL vs. SB, CTRL vs. PC and CTRL vs. EY). Significance was declared when P < 0.05, and a
tendency was declared when 0.05 < P < 0.10.



P. Gorka et al. Animal Feed Science and Technology 302 (2023) 115675

2.3. Study 2A and 2B

2.3.1. Animals, housing, feeding and treatments

Ninety six Holstein calves (48 females and 48 males; 42.3 + 3.5 kg and 6.21 + 0.44 g of total serum protein/L; mean + SD) in
Study 2A and ninety six Holstein calves (48 females and 48 males; 47.2 + 4.1 kg and 5.38 + 0.69 g of total serum protein/L) in Study
2B were blocked by date of birth and sex at 10 days of age and within a block allocated to one of four treatments: 1) MR (CTRL); 2) MR
with PC (0.5 kg/ton; Digestarom, Biomin, Austria); 3) MR with EY (3 kg/ton; Globigen Life Start, EW Nutrition, Germany); and 4) MR
with both PC and EY (PCEY). The MR (21% crude protein and 18% fat) contained Bacillus licheniformis and Bacillus subtilis (1.3 x 10°
CFU/g), and Enterococcus faecium (1.2 x 10° CFU/g). Allocation to treatments ensured similar BW and total serum protein between
treatments.

Feeding procedures prior to study initiation and during the study resembled those in Study 1A and 1B. Also, measurements and
observations taken on each animal as well as feed sampling and analysis followed the protocols described for Study 1A and 1B.

2.3.2. Statistical analysis

In line with the data analysis for Study 1A and 1B, the results of Study 2A and 2B were analyzed separately. Each study was
analyzed as a randomized complete block design using PROC MIXED of SAS (version 9.4, SAS Institute, Cary, NC, USA). Prior to data
analysis, the normality of the data and homogeneity of variance were also tested using PROC UNIVARIATE of SAS. The effect of PC
supplementation, EY supplementation, the interaction between these two, the sex of the calves, and two- and three-way interactions
between sex, PC and EY supplementation were considered in the model as fixed effects. The sex of the calves within a block was
included in the model as a random effect. The statistical model for repeated variables also included the effect of time and up to four-
way interactions between the effects of feed additives, sex and time, as fixed effects (Littell et al., 1998); however, for most of the
analyzed parameters, two-, three- and four-way interactions between those effects turned out to be not significant (P > 0.05), and thus
were removed from the model. An optimal covariance structure (autoregressive order one, unstructured or compound symmetry) was
chosen based on Akaike’s criterion. For BW, ADG, starter intake, and FE analysis, initial BW was included in the model as a covariate.
Fecal score data were analyzed using PROC GLIMMIX of SAS using Poisson distribution and AR(1) type covariance structure. Fre-
quency and duration of diarrhea (fecal score >3) and frequency of medical treatments (including diarrhea, respiratory diseases and
other) were analyzed using PROC GENMOD of SAS and Poisson distribution. The occurrence of diarrhea (fecal score >3) and medical
treatment were tested by logistic regression using a binomial distribution and PROC GLIMMIX of SAS. The odds ratio of developing
diarrhea and requiring medical treatment were discussed. Significance was declared when P < 0.05, and a tendency was declared
when 0.05 < P < 0.10.

Table 1
Chemical composition of experimental feeds (mean + standard deviation) — Study 1A and 1B.
Milk replacer/treatment”,” Starter mixture" Corn grain®
CTRL SB PC EY
Study 1A
Dry matter (DM), g/kg 964 + 7.3 961 + 3.3 963 + 5.1 966 + 1.1 919 + 38.8 942 + 38.8
Ash, g/kg DM 85+ 0.5 82+ 1.1 86 + 0.5 79 +1.2 75+ 3.3 23+0.8
Crude protein, g/kg DM 215+ 3.2 212+ 0.9 213+ 2.6 214 + 2.7 284 +12.6 108 +10.0
Crude fat, g/kg DM 185 £ 4.8 183 £ 1.7 181 £3.3 178 + 3.0 ND ND
aNDFd, g/kg DM ND¢ ND ND ND 265 +10.7 189 + 2.3
ADF', g/kg DM ND ND ND ND 119 +10.1 65+ 7.5
Starch, g/kg DM ND ND ND ND 197 £14.0 554 +£1.9
Study 1B
DM, g/kg 960 + 0.1 964 +1.1 966 + 0.7 965 + 0.6 965 + 1.7 -
Ash, g/kg DM 86 +£ 0.4 87 £0.3 86 £ 0.1 81 +1.9 74 £5.8 -
Crude protein, g/kg DM 214 £2.3 211 +1.6 214 £1.7 215 +1.2 209 £9.9 -
Crude fat, g/kg DM 178 + 4.0 178 + 3.0 180 + 0.6 181 + 2.0 ND -
aNDF, g/kg DM ND ND ND ND 114 £5.2 -
ADF, g/kg DM ND ND ND ND 49 + 2.4 -
Starch, g/kg DM ND ND ND ND 432+ 0.9 -

@ Treatment: CTRL = milk replacer containing probiotic bacteria but no other feed additives; SB = milk replacer containing probiotic bacteria and
sodium butyrate (3.4 kg/ton resulting in intake of 3.1 g/day/calf; Adimix Easy, Nutriad, Belgium); PC = milk replacer containing probiotic bacteria
and phytogenic compounds (0.5 kg/ton resulting in intake of 0.45 g/day/calf; Digestarom, Biomin, Austria); EY = milk replacer containing probiotic
bacteria and egg yolk antibodies (egg yolk powder containing specific antibodies; 3 kg/ton resulting in intake of 2.7 g/day/calf; Globigen Life Start,
EW Nutrition, Germany).

® n = 4/treatment.
n=6.

Neutral detergent fiber.
Not determined.
Acid detergent fiber.

c
d
e
f
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3. Results
3.1. Study 1A and 1B

The chemical compositions of experimental feeds used in Study 1A and 1B are presented in Table 1, whereas data on passive
immunity and performance parameters are presented in Table 2 and Table 3 for Study 1A and Study 1B, respectively.

Two calves from the SB treatment in Study 1A, and one calf from the SB treatment and one from the EY treatment in Study 1B died.
Those calves were not replaced.

In Study 1A, there was no interaction between the effect of the sex of the calves and the effect of treatment. Compared to heifer
calves, bull calves had greater initial BW (44.6 vs. 42.0 kg; P < 0.01) and tended to have lesser starter intake (14.5 vs. 17.4 kg;
P = 0.06); however, the impact of the sex of the calves on the investigated parameters was not the main subject of the study and will
not be discussed further or presented in tables, nor will it be for other studies. This is further justified by the fact that only a few
interactions between the effect of sex and treatment were detected. Fecal score between day 1 and 20 of the study as well as in the
whole study period was greater (indicating looser feces) for SB calves compared to CTRL calves (P = 0.05). However, the number of
days with diarrhea as well as frequency of diarrhea and medical treatments did not differ between treatments. Also, the likelihood of
developing diarrhea and medical treatment did not differ between treatments (Supplemental Table S1). The MR intake was less for SB
calves (P < 0.01) and tended to be less for PC calves compared to CTRL calves (P = 0.10); however, the difference was only 0.2-0.5 kg
for the whole study duration.

In Study 1B, there was no interaction between the effect of the sex of calves and the effect of treatment, but several differences
between bull and heifer calves were detected. Bull calves had greater initial BW than heifer calves (47.2 vs. 43.6 kg; P < 0.01), tended
to weigh more on the last day of the study (87.6 vs. 85.5 kg; P = 0.07), had greater ADG between day 1 and 20 of the study (711 vs.
612 g/day; P = 0.03), tended to have greater ADG in the whole study period (854 vs. 811 g/day; P = 0.06), and tended to have higher
overall FE (746 vs. 714 g gain/kg DM; P = 0.07; data not presented). Average daily gain between day 1 and 20 of the study and BW on
day 20 of the study tended to be less for SB and EY calves compared to CTRL calves (P < 0.10). On the other hand, ADG between day 21
and 50 of the study was greater for EY calves compared to CTRL calves (P = 0.03). Starter intake tended to be less for SB calves
(P = 0.07) and was less for PC calves (P < 0.01) compared to CTRL calves. The last starter intake for PC calves in combination with

Table 2
Passive immune status at the initiation of the study (serum total protein concentration), body weight, average daily gain, feed intake, feed efficiency,
and fecal score of calves — Study 1A.

Treatment” SE” Contrasts"

CTRL SB PC EY 1 2 3
n 25 23 25 25
Total serum protein, g/L 6.25 6.30 6.31 6.27 0.061 0.60 0.51 0.81
Body weight, kg
Dayd 1 44.2 43.1 43.6 43.5 0.77 0.92 0.70 0.79
Day 20 50.9 49.8 50.6 50.7 0.55 0.16 0.62 0.74
Day 50 75.0 73.2 74.9 74.5 1.12 0.26 0.93 0.73
Average daily gain, g/day
Day 1-20° 483 428 465 472 28.7 0.17 0.65 0.77
Day 21-50° 811 780 816 781 26.9 0.46 0.92 0.45
Day 1-50° 635 609 634 612 23.6 0.42 0.97 0.48
Milk replacer intake, kg DM’ 42.5 42.0 42.2 42.2 0.15 < 0.01 0.10 0.11
Starter intake, kg DM’ 16.3 15.6 17.4 14.5 1.32 0.73 0.55 0.33
Overall feed efficiency, 507 501 502 519 12.0 0.70 0.77 0.47

g gain/kg DM

Fecal score
Day 1-20° 1.30 1.40 1.35 1.29 0.035 0.05 0.28 0.84
Day 21-50° 1.06 1.07 1.06 1.05 0.015 0.76 0.98 0.56
Day 1-50° 1.15 1.18 1.17 1.14 0.017 0.19 0.32 0.70
Diarrhea, days 1.12 1.50 1.44 0.96 0.225 0.24 0.32 0.58
Diarrhea, n/calf 1.00 1.04 1.04 0.96 0.200 0.88 0.89 0.88
Treatments, n/calf 0.56 0.46 0.56 0.40 0.143 0.62 1.00 0.41

@ Treatment: CTRL = milk replacer containing probiotic bacteria but no other feed additives; SB = milk replacer containing probiotic bacteria and
sodium butyrate (3.4 kg/ton resulting in intake of 3.1 g/day/calf; Adimix Easy, Nutriad, Belgium); PC = milk replacer containing probiotic bacteria
and phytogenic compounds (0.5 kg/ton resulting in intake of 0.45 g/day/calf; Digestarom, Biomin, Austria); EY = milk replacer containing probiotic
bacteria and egg yolk antibodies (egg yolk powder containing specific antibodies; 3 kg/ton resulting in intake of 2.7 g/day/calf; Globigen Life Start,
EW Nutrition, Germany).

Y Standard error or standard error of the mean.

€ 1 = CTRL vs. SB; 2 = CTRL vs. PC; 3 = CTRL vs. EY.

4 Day of study.

¢ Significant time effect (P < 0.05).

f Cumulative intake over whole study period.
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Table 3
Passive immune status at the initiation of the study (serum total protein concentration), body weight, average daily gain, feed intake, feed efficiency,
and fecal score of calves — Study 1B.

Treatment” SE" Contrasts*

CTRL SB PC EY 1 2 3
n 24 23 24 23
Total serum protein, g/L 5.67 5.72 5.68 5.75 0.156 0.81 0.98 0.69
Body weight, kg
Day’ 1 45.9 44.9 45.2 45.5 0.79 0.34 0.49 0.67
Day 20 59.1 57.7 58.8 57.5 0.63 0.09 0.76 0.06
Day 50 86.6 85.2 87.2 87.2 0.90 0.26 0.66 0.64
Average daily gain, g/day
Day 1-20 702 633 689 622 33.2 0.10 0.76 0.06
Day 21-50° 927 921 940 1000 24.8 0.86 0.69 0.03
Day 1-50° 836 805 841 850 18.5 0.22 0.85 0.58
Milk replacer intake, kg DM’ 44.0 44.1 441 44.1 0.03 0.14 0.03 0.03
Starter intake, kg DM’ 13.8 12.2 11.2 16.6 0.61 0.07 <0.01 0.17
Overall feed efficiency, 716 709 756 739 14.6 0.76 0.05 0.25

g gain/kg DM

Fecal score
Day 1-20° 1.22 1.19 1.09 1.15 0.053 0.70 0.06 0.31
Day 21-50° 1.01 1.01 1.01 1.02 0.008 0.96 0.90 0.23
Day 1-50° 1.10 1.08 1.04 1.07 0.002 0.64 0.05 0.35
Diarrhea, days 1.13 1.39 0.33 1.17 0.203 0.42 < 0.01 0.88
Diarrhea, n/calf 0.46 0.39 0.21 0.30 0.112 0.72 0.13 0.39
Treatments, n/calf 0.83 0.61 0.50 0.61 0.163 0.36 0.16 0.36

& Treatment: CTRL = milk replacer containing probiotic bacteria but no other feed additives; SB = milk replacer containing probiotic bacteria and
sodium butyrate (3.4 kg/ton resulting in intake of 3.1 g/day/calf; Adimix Easy, Nutriad, Belgium); PC = milk replacer containing probiotic bacteria
and phytogenic compounds (0.5 kg/ton resulting in intake of 0.45 g/day/calf; Digestarom, Biomin, Austria); EY = milk replacer containing probiotic
bacteria and egg yolk antibodies (egg yolk powder containing specific antibodies; 3 kg/ton resulting in intake of 2.7 g/day/calf; Globigen Life Start,
EW Nutrition, Germany).

Y Standard error or standard error of the mean.

€1 = CTRL vs. SB; 2 = CTRL vs. PC; 3 = CTRL vs. EY.

4 Day of study.

¢ Significant time effect (P < 0.05).

Cumulative intake over whole study period.

Table 4
Chemical composition of experimental feeds (mean =+ standard deviation) — Study 2A and 2B.
Milk replacer/treatment”,” Starter mixture® Corn grain®
CTRL PC EY PCEY

Study 2A
Dry matter (DM), g/kg DM 959 + 1.9 963 £+ 0.7 960 £ 1.1 959 + 2.2 893 £ 2.1 900 + 2.7
Ash, g/kg DM 92+ 0.7 92+ 0.5 92 +0.2 92 + 0.6 76 +1.2 26 +2.5
Crude protein, g/kg DM 205+ 1.5 209 + 3.6 207 + 0.6 209 + 2.3 266 + 3.2 104 +£1.2
Crude fat, g/kg DM 186 + 2.3 185+ 0.6 183 +1.8 180 + 0.5 ND ND
aNDF', g/kg DM ND* ND ND ND 291 + 10.6 173 £15.1
ADF', g/kg DM ND ND ND ND 131 + 8.0 65 + 6.9
Starch, g/kg DM ND ND ND ND 199 + 2.1 579+ 1.9
Study 2B
DM, g/kg 959 + 2.4 963 £ 0.7 960 + 1.9 961 + 0.5 905 £ 0.6 -
Ash, g/kg DM 93+ 0.6 92+ 0.4 92+ 0.3 92+ 0.5 79 £ 5.5 -
Crude protein, g/kg DM 206 + 2.4 208 £ 1.4 208 £1.9 206 + 1.5 233 +£12.2 -
Crude fat, g/kg DM 183+ 25 179 + 1.6 182 +2.1 182 +1.8 ND -
aNDF, g/kg DM ND ND ND ND 110 + 16.6 -
ADF, g/kg DM ND ND ND ND 52+ 5.2 -
Starch, g/kg DM ND ND ND ND 430 + 3.2 -

@ Treatment: CTRL = milk replacer containing probiotic bacteria but no other feed additives; PC = milk replacer containing probiotic bacteria and
phytogenic compounds (0.5 kg/ton resulting in intake of 0.45 g/day/calf; Digestarom, Biomin, Austria); EY = milk replacer containing probiotic
bacteria and egg yolk antibodies (egg yolk powder containing specific antibodies; 3 kg/ton resulting in intake of 2.7 g/day/calf; Globigen Life Start,
EW Nutrition, Germany); PCEY = milk replacer containing probiotic bacteria and both phytogenic compounds and egg yolk antibodies.

Y n = 4/treatment.

¢ n=>5-8.

4 Neutral detergent fiber.

¢ Not determined.

f Acid detergent fiber.
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final BW comparable to CTRL calves resulted in greater FE for the former (P = 0.05). Both between day 1 and 20 of the study and in the
whole study period FS was less or tended to be less for PC calves compared to CTRL calves (P < 0.06). Moreover, PC calves had fewer
days with diarrhea compared to CTRL calves (P < 0.01), and CTRL calves tended to (P = 0.09) have a higher (3.5 times) likelihood of
developing diarrhea compared to PC calves (Supplemental Table S1). The MR intake was greater for SB and EY calves (P = 0.03),
compared to CTRL calves (P = 0.10); however, the difference was only 0.1 kg for the whole study duration.

It is also worth noticing that, in general, the calves in Study 1A had higher total serum protein compared to the calves in Study 1B
(~ 6.3 vs. 5.7 g/L) but had a much lower ADG in the whole study period (~ 620 vs. 830 g/d).

3.2. Study 2A and 2B

The chemical compositions of experimental feeds used in Study 2A and 2B are presented in Table 4, whereas data on passive
immunity and performance parameters are presented in Table 5 and Table 6 for Study 2A and Study 2B, respectively.

One calf from the PCEY treatment in Study 2A and one calf from the EY treatment in Study 2B died. Those calves were not replaced.

In Study 2A, compared to heifer calves, bull calves had greater starter intake (16.0 vs 13.1; P = 0.02), and tended to have a greater
ADG between day 1 and 20 of the study (484 vs. 432; P = 0.06) and in the whole study period (621 vs. 576; P = 0.06; data not
presented). There was no significant effect of any feed additive on any investigated parameter. However, final BW and ADG between
day 21 and 50 of the study tended to (P < 0.07), whereas ADG in the whole study period and starter intake was (P = 0.05) affected by
PC x EY interaction. Body weight, ADG and starter intake were the greatest for PC calves and EY calves, intermediate for CTRL calves,
and the lowest for PCEY calves. Fecal score, number of days with diarrhea and frequency of diarrhea and medical treatments were not
affected by treatments. Also, the likelihood of developing diarrhea or medical treatment did not differ between treatments (Supple-
mental Table S2).

In Study 2B, bull calves tended to have a greater ADG in the whole study period compared to heifer calves (808 vs. 763; P = 0.06;
data not presented). Average daily gain between day 1 and 20 of the study and BW on day 20 of the study was greater for calves fed MR
with phytogenic compounds (P < 0.01); however, neither ADG in the whole study period nor final BW was affected by this feed
additive. Feed efficiency tended to be higher for calves fed MR with phytogenic compounds (P = 0.07). Fecal score between day 1 and
20 of the study and in the whole study period as well as the number of days with diarrhea and frequency of diarrhea was the lowest for
CTRL and PCEY calves (PC x EY interaction, P < 0.04). The likelihood of diarrhea was less for CTRL compared to PC and EY calves

Table 5
Passive immune status at the initiation of the study (serum total protein concentration), body weight, average daily gain, feed intake, feed efficiency,
and fecal score of calves — Study 2A.

Treatment” SE” Main effects

CTRL PC EY PCEY PC EY PC x EY
n 24 24 24 23
Total serum protein, g/L 6.22 6.23 6.18 6.22 0.091 0.88 0.77 0.84
Body weight, kg
Day“ 1 42.4 42.8 42.4 41.7 0.73 0.87 0.45 0.49
Day 20 51.5 51.4 51.7 51.1 0.44 0.39 0.92 0.42
Day 50 71.9 73.0 72.7 71.2 0.82 0.80 0.45 0.06
Average daily gain, g/day
Day 1-20¢ 454 472 470 436 21.1 0.66 0.58 0.18
Day 21-50° 685 715 698 672 18.8 0.90 0.32 0.07
Day 1-50° 593 618 605 578 15.9 0.90 0.30 0.05
Milk replacer intake, kg DM* 42.7 42,5 42.5 42.6 0.13 0.77 0.57 0.23
Starter intake, kg DM® 14.2 14.9 15.5 13.6 0.77 0.34 0.97 0.03
Overall feed efficiency, 520 534 523 513 11.6 0.82 0.46 0.31

g gain/kg DM

Fecal score
Day 1-20%" 1.48 1.47 1.53 1.45 0.055 0.27 0.76 0.37
Day 21-50%¢ 1.06 1.07 1.03 1.05 0.019 0.17 0.11 0.69
Day 1-50%f 1.21 1.22 1.21 1.19 0.027 0.99 0.58 0.67
Diarrhea, days 1.33 1.42 1.67 1.35 0.245 0.66 0.61 0.43
Diarrhea, n/calf 0.75 0.67 0.92 0.78 0.180 0.56 0.44 0.93
Treatments, n/calf 0.17 0.38 0.46 0.26 0.115 0.75 0.41 0.07

@ Treatment: CTRL = milk replacer containing probiotic bacteria but no other feed additives; PC = milk replacer containing probiotic bacteria and
phytogenic compounds (0.5 kg/ton resulting in intake of 0.45 g/day/calf; Digestarom, Biomin, Austria); EY = milk replacer containing probiotic
bacteria and egg yolk antibodies (egg yolk powder containing specific antibodies; 3 kg/ton resulting in intake of 2.7 g/day/calf; Globigen Life Start,
EW Nutrition, Germany); PCEY = milk replacer containing probiotic bacteria and both phytogenic compounds and egg yolk antibodies.

" Standard error or standard error of the mean.

¢ Day of study.

d Significant time effect (P < 0.05).

¢ Cumulative intake over whole study period.

f Significant interaction PC x EY x time (P < 0.05).

8 Significant interaction PC x sex (P < 0.05).
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Table 6
Passive immune status at the initiation of the study (serum total protein concentration), body weight, average daily gain, feed intake, feed efficiency,
and fecal score of calves — Study 2B.

Treatment” SE" Main effects

CTRL PC EY PCEY PC EY PC x EY
n 24 24 23 24
Total serum protein, g/L 5.42 5.36 5.40 5.34 0.14 0.68 0.89 0.99
Body weight, kg
Day‘ 1 46.8 47.3 47.5 47.3 0.86 0.81 0.66 0.69
Day 20 59.0 60.6 59.2 61.6 0.68 < 0.01 0.35 0.50
Day 50 85.4 86.6 86.2 87.6 1.09 0.22 0.38 0.95
Average daily gain, g/day
Day 1-20¢ 603 656 601 721 333 < 0.01 0.32 0.31
Day 21-50¢ 887 863 912 855 29.5 0.13 0.75 0.54
Day 1-50%¢ 764 789 781 807 21.5 0.24 0.41 0.98
Milk replacer intake, kg DM' 44.1 44.0 44.1 44.1 0.02 0.77 0.86 0.29
Starter intake, kg DM’ 11.0 10.8 10.8 10.4 0.57 0.48 0.56 0.78
Overall feed efficiency, 692 720 710 743 11.9 0.07 0.22 0.86

g gain/kg DM

Fecal score
Day 1-20¢ 1.06 1.14 1.15 1.09 0.035 0.68 0.50 0.04
Day 21-50%% 1.00 1.02 1.00 1.00 0.001 0.35 0.92 0.19
Day 1-50¢ 1.02 1.07 1.06 1.04 0.017 0.47 0.52 0.03
Diarrhea, days 0.13 0.67 0.74 0.25 0.123 0.45 0.30 < 0.01
Diarrhea, n/calf 0.04 0.33 0.30 0.09 0.065 0.19 0.26 0.01
Treatments, n/calf 0.04 0.08 0.18 0.13 0.065 0.47 0.47 0.02

& Treatment: CTRL = milk replacer containing probiotic bacteria but no other feed additives; PC = milk replacer containing probiotic bacteria and
phytogenic compounds (0.5 kg/ton resulting in intake of 0.45 g/day/calf; Digestarom, Biomin, Austria); EY = milk replacer containing probiotic
bacteria and egg yolk antibodies (egg yolk powder containing specific antibodies; 3 kg/ton resulting in intake of 2.7 g/day/calf; Globigen Life Start,
EW Nutrition, Germany); PCEY = milk replacer containing probiotic bacteria and both phytogenic compounds and egg yolk antibodies.

b Standard error or standard error of the mean.

¢ Day of study.

4 Significant time effect (P < 0.05).

¢ Significant interaction PC x time (P = 0.05).

f Cumulative intake over whole study period.

8 Significant interaction EY x sex (P = 0.05).

(P = 0.04; Supplemental Table S2). On the other hand, the frequency of treatments was the greatest for EY calves, intermediate for
PCEY and PC calves, and the least for CTRL calves (PC x EY interaction, P = 0.02).

Similarly to the differences observed between farms in Stage 1, in Stage 2 calves on Farm A (Study 2A) had, in general, higher total
serum protein (~ 6.2 vs. 5.4 g/L) but had much lower ADG in the whole study period, compared to the calves on Farm B (Study 2B; ~
600 vs. 780 g/d).

4. Discussion

Prior to in-depth discussion of the results, the specificity of the experimental treatments used in the conducted studies needs several
words of explanation. From a scientific point of view, studies investigating feed additives usage in calf MR that include treatment
without any feed additive as a control should be preferred. However, at the stage of research project planning of many MR that can be
found on the Polish market, only one (of those intended for the youngest calves) did not contain probiotic feed additive. This indicated
that probiotic feed additives are commonly used in commercial calf MR. Producers are also generally unwilling to use MR without any
feed additive, because, in their opinion, the probability of health issues in calves may increase. This fact is supported by the specificity
of the experimental treatments used in other studies investigating the effectiveness of feed additives usage in calf MR and provided
justification for this specificity, e.g. a lack of typical control treatment (Fleige et al., 2007; Guilloteau et al., 2009). Taking into account
that the aim of the project described in this paper was to propose recommendations on feed additives usage in calf MR nowadays, e.g.
taking into account the various feed additives available on the market and current feeding practices of dairy calves, a typical control
treatment without probiotic feed additive was not absolutely necessary to reach this aim. In other words, omitting such a treatment
would not limit the strength and practical value of the project substantially. Last but not least, an important aim of the project was to
determine how repeatable the effects of particular feed additives can be. In order to reach this aim of the project, a typical control
treatment was also not absolutely necessary.

It is also worth mentioning that in the conducted studies, the calves were fed a mixture of surplus colostrum, transition milk and, if
necessary to obtain the required volume of feed, whole milk for the first 9 days of life. Such a feeding strategy substantially differs from
that where calves are fed MR from the 1st or 2nd day of life. Particularly, intake of colostrum and transition milk for the first several
days or weeks of life is known to positively affect gastrointestinal tract development and the immune status of calves (Hare et al., 2020;
Van Soest et al., 2022), and this has a long term, positive impact on their performance (Kargar et al., 2020; Van Soest et al., 2020). In
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consequence, the effect of feed additives supplementation in MR for such calves may be limited, or effective dosages may differ.

An important finding from the four studies presented in this paper is that the effect of feed additive supplementation in calf MR
containing probiotics or the combination of various feed additives in such MR does not necessarily have to be positive. Furthermore,
the effect of combination of particular feed additives in MR is inconsistent not only between various farms, but also may change with
time when used on the same farm.

The positive effect of various feed additive combinations in MR can be expected based on, in most cases, the different mechanisms
of their action. For example, probiotic supplementation in MR is known to affect intestinal microbiota composition, and this, as well as
probiotic bacteria consumption itself, affect the functioning of the gastrointestinal mucosa immune system (Plaza-Diaz et al., 2019).
On the other hand, for example, SB supplementation in MR stimulates intestinal epithelium growth as well as pancreatic secretion and
brush border enzymes production, which is elicited mostly via neuroendocrine pathways (Guilloteau et al., 2010; Gorka et al., 2018).
Thus, it can be expected that the combination of probiotic and SB in MR should have at least an additive effect, since the mechanisms
by which these two feed additives affect the gastrointestinal tract are different.

Of the feed additives used in the conducted studies, SB has an especially well-established positive impact on the gastrointestinal
tract of calves (Guilloteau et al., 2009; Gorka et al., 2011). Its supplementation in MR has been shown to have a positive impact on the
growth performance and health of calves in numerous studies (Gorka et al., 2018). However, in the current studies, no positive impact
of SB supplementation was observed. Actually, SB tended to decrease overall starter intake and the ADG of the calves in the first 20
days of one study (Study 1B) and a similar numeric trend was observed in combination with reduced MR intake as well as increased FS
in other study (Study 1A). Also, other reports showed not only a positive, but also a negative impact of butyrate supplementation in calf
MR. Wolfswinkel (2017) showed more diarrhea in calves supplemented with tributyrin in MR that was used as a butyrate source
(although the ADG of calves was positively affected) whereas in a study by Wood et al. (2019), calves supplemented with SB in MR had
a higher risk of mortality. Importantly, in the study by Wood et al. (2019), SB was supplemented in MR in combination with Bacillus
subtilis, which was also the case in the studies presented in this paper. Furthermore, in Study 1B, SB supplementation increased E. coli
counts in feces in the first 20 days of the study (Milik et al., unpublished). Various probiotic bacteria are combined in commercial MR
with various butyrate sources (authors’ observations) in order to enhance the performance of calves, based on literature reviews
indicating the advantages of both probiotic bacteria (Frizzo et al., 2011; Alawneh et al., 2020; Cangiano et al., 2020) and butyrate
source (Gorka et al., 2018) supplementation in MR on the performance of calves. The results of the studies presented in this paper and a
study by Wood et al. (2019) provide arguments against such practices prior to detailed verification of their efficiency.

Additionally, in neither of the conducted studies did combined supplementation of PC and EY with probiotic bacteria have an
additive or synergistic impact on the investigated growth and health parameters of the calves. In general, not many studies showed an
additive or synergistic impact of supplementation with several feed additives in MR on the performance of calves (Erhard et al., 2000;
Roodposhti and Dabiri, 2012; Stefanska et al., 2021). Importantly, in one study (Study 2A), the addition of both PC and EY to MR
decreased intake of starter, which resulted in a lower ADG and a tendency to a lower final BW of calves. The beneficial effects of EY
supplementation were shown to be apparent predominantly when this feed additive is combined in MR with probiotic bacteria (Erhard
et al., 2000). However, in Study 1B, EY supplementation in MR even initially (day 1-20 of study) decreased the ADG of the calves; in
the latter part of the study (day 21-50), a reverse trend was observed, resulting in similar ADG of EY and CTRL calves in the whole
study period. Egg yolk antibodies supplementation in MR is especially expected to reduce the number of occurrences of diarrhea in
calves (reviewed by Diraviyam et al., 2014); however, this was not the case. The efficiency of EY supplementation in MR for the
youngest calves may depend substantially on the dosage of this feed additive (Ozpinar et al., 1996), but the dosage used in this study
was within a range of doses used by other authors (Diraviyam et al., 2014). Once again, the effect of feed additive supplementation may
be very variable even when used on the same farm and with the same feeding protocol, and a combination of various feed additives in
one MR may be not advantageous. However, at least part of the inconsistent results observed between farms could be a result of the
different starter feed used on each farm as well. Although the feeding protocol of MR and liquid feeding prior to the study were
standardized as much as possible between farms, usage of exactly the same starter feed was impossible. The same was true for
treatment protocols of calves in the case of disease. Thus, these differences between farms also have to be taken into account when
interpreting the results of studies. More studies investigating possible interactions between various combinations of feed additives in
calf MR should be conducted to better explore these interactions and explain their mechanisms.

Of the feed additives investigated, PC had the most apparent, positive impacts on the growth performance of calves. In both studies
conducted on Farm B, PC supplementation improved the FE of calves, and also the ADG and FS in the first 20 days in at least one study.
Phytogenic compounds may have a wide range of action, from a stimulatory impact on digestive enzyme secretion to antimicrobial
action (Hill et al., 2007; Froehlich et al., 2017; Upadhaya and Kim, 2017). It has been also shown that phytogenic feed additive
combination in MR with probiotic bacteria may result in their additive action (Stefanska et al., 2021). Thus, PC supplementation in MR
may positively affect ADG, FE and also the health of calves when the MR already contains probiotics. However, when CTRL calves were
compared with PC calves across all studies with the effect of the study included in the statistical model as a random term, only FE was
significantly improved by this feed additive supplementation (628 vs. 608 g of BW gain/kg of DM for PC and CTRL, respectively;
P = 0.04; data not presented). When a similar analysis comparing CTRL and EY calves was run, no significant differences were found
for any of the investigated parameters. Therefore, it can be speculated that of the investigated feed additives, PC supplementation in
calf MR had the highest potential to positively interact with probiotic bacteria supplementation, assuming that these positively affect
the growth performance of calves (Frizzo et al., 2011; Alawneh et al., 2020; Cangiano et al., 2020). Furthermore, such an effect can also
be observed when calves are fed for the first 9 days of life a mixture of surplus colostrum, transition milk and whole milk. However,
based on the results of the conducted studies, it can be speculated that the results of such interaction may be not very apparent and thus
the final return of this feed additive supplementation in calf MR containing probiotic bacteria should be carefully verified. This is
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particularly justified taking into account that in Study 2B, the likelihood of developing diarrhea was less for CTRL calves compared to
PC calves.

The inconsistent results of feed additives supplementation in calf MR are widely known. For example, the positive effects of
prebiotic supplementation were shown in some (Heinrichs et al., 2003; Masanetz et al., 2010) but not all studies (Hill et al., 2008;
Froehlich et al., 2017). Similarly, the positive effects of PC supplementation were observed in some (Hill et al., 2007; Froehlich et al.,
2017) but not in other studies (Santos et al., 2015). In line with those observations, in the current studies, for example, PC supple-
mentation in combination with probiotic bacteria had a positive impact on the ADG of calves only on one farm and only in one of the
two studies conducted on this farm. These inconsistent results of the effectiveness of feed additives supplementation in calf MR can be
attributed to many factors, such as the age of the animals (Alawneh et al., 2020), the dosage of feed additive (Froehlich et al., 2017) or
the liquid feed type (milk or MR; Cangiano et al., 2020), but particularly to the pathogen load on the farm, as well as to the extent and
intensity of other stressors that calves are exposed to (Krehbiel et al., 2003; Cangiano et al., 2020). With regard to on-farm conditions,
these can change dynamically within a relatively short period of time, affecting the results of feed additive supplementation. These
changes include possible rapid changes in the prevalence of pathogens causing diarrhea in calves and their resistance to medical
treatments (Berge et al., 2005; Hordijk et al., 2013). Despite only a several-month gap between the two studies conducted on Farm A
(Study 1A and Study 2A), a substantial difference in the initial BW of calves was noticed between these studies. In turn, the passive
immunity of calves and ADG were lower in Study 1B compared to Study 2B, both conducted on the same farm (Farm B). Even though
the calves were managed in a very similar way in all the conducted studies and fed the same MR, inconsistent effects of the investigated
feed additives were still observed, likely due to the previously mentioned short- and also long-term changes that occur on the farm.
These possible short- and long-term changes in on-farm conditions are also supported by the significant effect of the year and season of
the year on the growth and health parameters of calves observed in numerous studies (Donovan et al., 1998; Place et al., 1998;
Chester-Jones et al., 2017). These more or less dynamic changes in environmental conditions, the health status of calves, or their
management in practical conditions can justify (and are commonly used to justify) the routine usage of various feed additives in MR as
a prophylactic strategy against various diseases. This includes the use of a combination of various feed additives in commercial MR.
Feed additives can also be additionally supplemented in MR (i.e. ‘top dressing’), as a strategy potentially limiting or solving health
problems occurring in calves, independently of feed additives that are already present in the MR that is fed to them. However, the
results of the studies presented in this paper question such practices.

5. Conclusions

Sodium butyrate supplementation in MR containing probiotic bacteria had no or a negative impact on the performance of calves,
whereas PC and EY supplementation improved ADG, FE, FS, and reduced susceptibility to diarrhea of calves at some but not all stages
of rearing; however, consumption of a mixture of colostrum, transition milk and whole milk by calves in the first 9 days of life has to be
taken into account when interpreting these results. The impact of feed additives was inconsistent between the farms in which the
studies were conducted as well as between studies conducted on the same farm. There were no additional benefits of inclusion of both
PC and EY in MR containing probiotic bacteria.
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KEY WORDS: dairy heifer, diarrhoea, feed ABSTRACT. Thirty two Holstein calves were used to investigate the effects
additive, health of sodium butyrate (SB), phytogenic compounds (PC; consisting mainly of
caraway, liquorice extract, oak bark and vanilla flavour), and egg yolk antibodies
(EY) supplementation in milk replacer (MR) containing probiotic bacteria on
the counts of total bacteria and selected bacteria in faeces. The calves were
fed a mixture of surplus colostrum, transition milk and whole milk for the first
9 days of life. On day 10, they were assigned to one of four treatments (8 calves/

Received: 16 March 2023 treatment): 1) MR containing probiotic bacteria but no other feed additives
Revised: 14 May 2023 (control treatment; CTRL); 2) MR with SB; 3) MR with PC; and 4) MR with EY. On
Accepted: 15 May 2023 day 14 of the study, total bacteria counts were higher in EY calves, Lactobacillus

spp. counts were higher in PC and EY calves, and Bifidobacterium spp. counts
were higher in SB, PC and EY calves compared to CTRL calves. Escherichia coli
counts were higher in EY calves and tended to be higher in SB calves compared
to CTRL. On day 28 of the study, total bacteria counts tended to be lower in
PC calves, Lactobacillus spp. counts were higher, while Clostridium perfringens
counts were lower in EY calves compared to CTRL calves. It was concluded
that the supplementation of SB, PC and EY in MR already containing probiotic
bacteria may either increase or reduce the abundance of beneficial (Lactobacillus
spp. and Bifidobacterium spp.) but also undesired (E. coli, and C. perfringens)
bacteria in calf faeces. Of the investigated feed additives, PC supplementation

* Corresponding author: exerted the most beneficial effect on the composition of faecal bacteria, while EY
e-mail: julita.milik@pbs.edu.pl supplementation can reduce C. perfringens shedding in faeces.
Introduction et al., 2022). Among these feed additives, probiotic

bacteria are most often included in calf MR formulas

Probiotics, prebiotics, phytogenic compounds due to their well-established positive effect on calf
and butyrate sources are commonly used feed growth and health, as confirmed by the results of
additives in calf milk replacers (MR) (Frieten et al., numerous studies (Signorini et al., 2012; Cangiano
2017; Stefanska et al., 2021; Jahani-Azizabadi et al., 2020). One of the mechanisms through
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which probiotics exert their beneficial impacts in-
volves modulating the intestinal microbiome. Pro-
biotic bacteria can colonise the gastrointestinal tract
(GIT) and enhance settlement of other beneficial
bacteria (Plaza-Diaz et al., 2019), thereby reducing
the probability of GIT colonisation by pathogenic
bacteria. Numerous studies have demonstrated that
feeding probiotics to calves increases the counts
of beneficial bacteria (e.g. Lactobacillus spp.)
and reduces the counts of harmful or potentially
harmful bacteria (e.g. Escherichia coli) in faeces
(Roodposhti and Dabiri, 2012; Signorini et al., 2012).
Consequently, calves receiving probiotic feed addi-
tives often experience fewer episodes of diarrhoea
(Signorini et al., 2012; Cangiano et al., 2020).

The gastrointestinal microbiome in newborn ru-
minants is not only affected by feeding probiotic bac-
teria, but also by other feed additives. For example,
sodium butyrate supplementation in MR was shown
to affect microbiota composition in the colon of calves
(O’Hara et al., 2018), nucleotide addition to MR af-
fected Lactobacillus spp. counts in the facces of calves
(Gorka et al., 2021), while egg yolk antibodies, de-
rived from eggs laid by immunised hens, reduced the
shedding of certain pathogens in the faeces of lambs
(Cook et al., 2005). Moreover, pathogenic compound
supplementation in calf MR was demonstrated to af-
fect rumen bacterial population (Jahani-Azizabadi
et al., 2022) and reduce the occurrence and shedding
of Cryptosporidium and Giardia duodenalis in faeces
(Stefanska et al., 2021). Of the aforementioned feed
additives, knowledge regarding the effects of phyto-
genic additives in calf MR is particularly limited. This
is due to the wide variation in composition of different
phytogenic additives, which depend on the specific
plant materials or extracts and their combinations in
the formulation. It has also been repeatably observed
that the doses of this type of feed additives are criti-
cal for their final effects, as excessive doses may lead
to negative outcomes (Brand et al., 2019; Kolif et al.,
2021; Jahani-Azizabadi et al., 2022). Therefore, fur-
ther research is needed to fill the gap in our under-
standing of the effects of phytogenic feed additives
supplementation in calf MR.

Probiotic bacteria are commonly combined
with other feed additives in calf MR, as a poten-
tial strategy to further improve performance of the
calves (Gorka et al., 2021; 2023; Stefanska et al.,
2021). Moreover, farmers often supplement other
feed additives in MR that already contains probiotic
bacteria (authors’ observations); however, there is
limited evidence demonstrating that combining var-
ious feed additives in calf MR results in additional

benefits (Von Erhard et al., 2000; Stefanska et al.,
2021). In fact, some combinations of feed additives
in MR may negatively affect calf performance and
health (Wood et al., 2019; Gorka et al., 2023) or
abolish the positive effect of feed additive already
present in MR (Goérka et al., 2023). Furthermore, the
effect of such a practice can be highly variable de-
pending on the farm where a combination of various
feed additives is applied (Gorka et al., 2023).

The effectiveness of feed additives may be also
affected by the age of calves and their nutrition be-
fore the initiation of supplementation. Most studies
investigating the effect of various feed additives in
calf MR focused on the period from first 2 to 4 days
of the calves’ life (Von Erhard et al., 2000; Stefanska
et al., 2021; Jahani-Azizabadi et al., 2022). Howev-
er, feed additives can also be introduced in the diet
later in the life of calves, especially when MR feed-
ing begins after 7 to 14 days, following the adminis-
tration of surplus colostrum or transition milk for an
extended period of time (Gorka et al., 2021; 2023).
The feeding of colostrum or transition milk during
the first days of calves’ life can significantly impact
the efficacy of feed additive supplementation. Pro-
longed colostrum feeding has known effects on the
development of the calves’ GIT and immune system
development, and thus their growth and health (Van
Soest et al., 2022). Among the many factors influ-
encing calf body development, colostrum intake
was also shown to affect the development of the in-
testinal microbiota (Fischer et al., 2018).

The aim of the study was to determine the ef-
fect of supplementing calf milk replacer containing
probiotic bacteria with sodium butyrate, phytogenic
compounds and egg yolk antibodies on selected bac-
teria counts in faeces. The study focused on calves
that were fed surplus colostrum and transition milk
for the initial 9 days of their lives. The hypothesis
was that the combination of various feed additives
with probiotic bacteria in MR might not necessarily
have a beneficial effect on the intestinal microbiota
of calves fed colostrum and transition milk for an
extended period of time.

Material and methods

The study was carried out on a dairy farm located
in the northwestern Poland (Gospodarstwo Rolno-
Hodowlane Zydowo Sp. z o. 0., Zydowo; Farm B).
The experimental procedures were in accordance
with Polish legislation, which is in line with EU Di-
rective 2010/63/EU concerning the protection of ani-
mals used for scientific purposes.
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A detailed description of the experimental de-
sign, housing and feeding of calves can be found
in a companion paper (Gorka et al., 2023), specifi-
cally in the description of Study 1B. Briefly, 96 Hol-
stein calves (48 females and 48 males; average body
weight 0f45.3 + 4.1 kg and a total serum protein level
of 5.71 £ 0.73 g/l) were blocked by date of birth and
sex at 10 days of age and then allocated to one of
four treatments within each block: 1) MR containing
probiotic bacteria but no other feed additives (control
treatment; CTRL); 2) MR with sodium butyrate (SB;
3.4 kg/t, resulting in an intake of 3.1 g/calf/day; Adi-
mix Easy, Nutriad, Belgium); 3) MR with phytogenic
compounds (PC; 0.5 kg/t, resulting in an intake of
0.45 g/calf/day; Digestarom, Biomin, Austria) con-
sisting mainly of caraway, liquorice extract, oak bark
and vanilla flavour; and 4) MR with egg yolk anti-
bodies (EY; egg yolk powder containing specific anti-
bodies; 3 kg/tonne, resulting in an intake of 2.7 g/calf/
day; Globigen Life Start, EW Nutrition, Germany).
The MR (21% crude protein and 18% fat) used in the
study contained Bacillus licheniformis and B. subtilis
(1.3 x 10° CFU/g), and Enterococcus faecium (1.2 x
10° CFU/g). The addition of each feed additive to the
MR followed the recommendations provided by the
respective manufacturers. However, it is important to
note that the manufacturers were not directly consult-
ed, and their representatives were not involved in the
preparation of study protocols.

Prior to the study, the calves were separated from
their dams immediately after birth. The calves were
then individually housed in straw-bedded hutch-
es, which measured 150 x 120 x 125 cm (length X
width X high) and included an additional outside
area of 150 x 120 cm. Within the first two hours of
life, each calf received 4 litres of maternal colostrum
via a stomach tube. Thereafter, a mixture of surplus
colostrum, transition milk, and if necessary to obtain
sufficient volume, whole milk (tank milk) was offered
(3 x 21) until day 10 of life. From that day onwards,
the calves were fed 6 1 of MR three times a day (2 I/
feeding; 150 g of MR powder in 1 I of water). The
MR (Polmass Red Full, Polmass S.A., Bydgoszcz,
Poland) contained 21% crude protein and 18% fat
and was fed from a nipple bucket. Starting from the
first day of the study, the calves had also free access
to a texturised starter feed (Chrupka, Lira Wytwor-
nia Pasz, Krzywin, Poland). The calves remained in
the study until 60 days of age, thus the study lasted
50 days (from 10 to 60 days of age). Prior to the en-
rolment to the study, the intake of colostrum, transi-
tion milk, and whole milk by the calves during the
first 9 days of life was not monitored.

Calves were weighed on the first day of the study
and every 10 days thereafter. Milk replacer intake
was monitored daily and the faecal score was as-
sessed also daily using the scoring system proposed
by Larson et al. (1977). Starter intake was determined
by recording the amount of starter fed throughout the
study period, and feed efficiency was calculated by
dividing body weight gain by dry matter intake (Gor-
ka et al., 2023).

On days 14 (£ 2 days) and 28 (+ 2 days) of the
study, faecal samples were collected from 8 random-
ly selected calves/treatment (4 females and 4 males)
and analysed for the total number of bacteria, Lacto-
bacillus spp., Bifidobacterium spp., E. coli, and Clos-
tridium perfringens counts. The deviation in faecal
sampling days (+ 2 days) was due to the fact that fae-
cal samples were collected two times a week (Tues-
day and Friday) and the number of samples collected
each day had to be limited due to laboratory logistics.
Therefore, the actual days of faecal sample collection
were days 14.0 and 27.8 of the study.

The procedure of faecal sampling and bacterial
analysis can be found elsewhere (Gorka et al., 2021).
Briefly, faecal samples were collected by manually
stimulating the rectum of the calves, and collecting
faeces into sterile containers (120 ml). For analysis of
anaerobic bacterial counts, the containers were also
placed in a foil bag with AnaeroGen Compact (Ther-
mo Fisher Scientific Oxoid Ltd., Basingstoke, UK).
Subsequently, the samples were transported to the
laboratory of the Department of Biology and Animal
Environment at the Bydgoszcz University of Science
and Technology in a portable refrigerator. Ten grams
of fresh faecal sample was diluted with 90 ml of 1%
peptone water with 0.85% salt (Thermo Fisher Sci-
entific Oxoid Ltd. Basingstoke, UK) and shaken for
3 min using a laboratory blender (BagMixer®400CC,
Interscience, Saint Nom la Brétéche, France). Subse-
quently, serial dilutions were made in saline peptone
water and cultured onto selective media. Tryptic Soy
Agar (TSA; Merck, Darmstadt, Germany) was used to
determine the total number of bacteria. The obtained
inoculations were incubated for 24 h at a temperature
of 37 °C. Chromogenic Tryptone Bile X-glucuronide
(TBX-Agar; Merck, Darmstadt, Germany) medium
was used for the determination of B-glucuronidase-
positive E. coli. The plates were incubated for
24 h at 44 °C. Lactobacillus spp. was cultured on
De Man, Rogosa and Sharpe (MRS) agar (Lactoba-
cillus Agar; Merck, Darmstadt, Germany). MRS agar
contains polysorbate, acetate and manganese in its
composition, which act as growth-promoting agents
for lactobacilli. Incubation was carried out at the
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temperature of 30 °C for 72 h. The culture plates
were placed in 2.5-1 AnaeroJar (Thermo Fisher Sci-
entific Oxoid Ltd., Basingstoke, UK) containers
with Anaerogen (Oxoid) sachets to ensure appropri-
ate anaerobic conditions. Bifidobacterium spp. was
cultured on Bifidus Selective Medium (BSM-Agar;
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Incubation
was carried out at a temperature of 37 °C for 3648 h
in anaerobic conditions. C. perfringens was grown
on medium Tryptose Sulphite Cycloserine (TSC-
Agar; Merck, Darmstadt, Germany). Incubation was
carried out at a temperature of 37 °C for 3648 h
in anaerobic conditions. As a result of the reaction
of sodium disulphite with iron (III) ammonium ci-
trate, C. perfringens forms black colonies on medi-
um surface, and the addition of cycloserine helps to
inhibit the growth of accompanying bacteria. Bac-
terial species identification was performed on the
basis of characteristic morphology of the colonies,
Gram staining, and the biochemical analytical pro-
file index tests API 20 A and API 20 E (BioM¢érieux
Polska Sp z.0.0., Warsaw, Poland). The analysis was
performed in triplicate. Only plates with colony-
forming units (CFU) ranging from 15 to 300 were
used for calculations.

The results are expressed in CFU/g fresh faeces
and calculated as:

C >
[n, + (0.1 xn)] xd

where: L — total number of bacteria (CFU/g of fae-
ces); C — sum of all colonies grown on plates used
for calculation; n, — number of plates from the first
calculated dilution; n, — number of plates from the
next calculated dilution; d — dilution index corre-
sponding to the first calculated dilution.

Data were analysed using the MIXED procedure
of SAS software (ver. 9.4, SAS Institute, Inc.). Fae-
cal bacteria count data were log-transformed before
the analysis and the results were analysed separately
for each sampling point. Prior to data analysis, data
normality and homogeneity of variance were tested
using PROC UNIVARIATE of SAS. The statistical
model included the fixed effects of treatment, sex of
the calves, and the interaction between sex and treat-
ment. The age of the calves on the day of sampling
was initially included in the model as a covariate
to account for initial age variation. However, it was
found to be non-significant (P > 0.10) for all anal-
ysed parameters and was removed from the model.
Furthermore, the passive immunity of calves was in-
cluded as a covariate in the statistical model. Since
this effect tended to (P < 0.10) be significant for some

analysed parameters, it was left in the model. The
analysis of other variables such as body weight, feed
intake, and feed efficiency was conducted according
to the same statistical model described above. Initial
body weight was included in the model as a covariate
for analysis of final body weight and feed efficiency.
Faecal score data were analysed using PROC GLIM-
MIX of SAS and Poisson distribution. The statistical
model included the effect of time (day of the study).
When a significant interaction effect of treatment and
sex of the calves was observed, means were separated
using a Tukey adjustment in SAS. Significance was
declared when P < 0.05, and trends were declared
at 0.05 <P <0.10.

Results

Passive immune status (total serum protein
concentration), initial and final body weight, MR
and starter intake, feed efficiency, and faecal score
of calves selected for faecal sampling are presented
in Table 1. Total serum protein, initial body weight,
MR intake, starter intake and the faecal score did
not differ between treatments (P > 0.18), while final
body weight tended to or was significantly higher
in SB and EY calves compared to CTRL calves
(P < 0.10). Furthermore, feed efficiency was
significantly higher for PC and EY calves compared
to CTRL calves (P < 0.05). However, it is important
to interpret these differences with caution as they
are based on a sample size of 8 calves/treatment
and are not consistent with the results presented
in the companion paper, which presents the effect
of investigated factors on growth performance
of calves on a larger number of animals (Gorka
et al.,, 2023). Regarding the interaction between
effect of treatment and sex of the calves, only
a few interactions were observed. Specifically, total
bacteria counts on day 14 of the study tended to
(P = 0.06) be affected by the interaction between
effect of treatment and sex of the calves. The highest
counts were observed for PC and EY bull calves,
while the lowest for SB heifers. The total bacteria
count on day 28 of the study was also affected
by the interaction between effect of treatment
and sex of the calves (P = 0.05), with the highest
counts observed for EY heifers and the lowest for
PC heifers. Moreover, C. perfringens counts were
affected by the interaction between treatment and
sex of the calves (P = 0.05), with the highest counts
recorded for EY heifer calves and the lowest for
PC heifers calves. However, the Tukey post-hoc
mean separation did not detect differences between
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Table 1. Passive immune status at the start of the study (serum total protein concentration), body weight, feed intake, feed efficiency, and faecal

score of calves

Group Contrasts'
CTRL SB PC EY SE 1 2 3

N 8 8 8 8

Total serum protein, g/l 5.88 5.83 5.69 5.51 0.327 0.93 0.69 0.44
Initial body weight, kg 45.0 429 455 45.1 1.35 0.30 0.80 0.97
Final body weight, kg 84.2 87.5 86.3 88.7 1.32 0.10 0.26 0.03
Milk replacer intake, kg DM? 439 441 441 441 0.06 0.25 0.18 0.19
Starter intake, kg DM 13.9 14.1 1.5 13.6 1.32 0.94 0.21 0.85
Feed efficiency, g gain/kg DM 684 737 750 768 23.1 0.13 0.05 0.02
Faecal score? 1.07 1.03 1.04 1.08 0.031 043 0.49 0.75

CTRL - animals fed a milk replacer with probiotic bacteria only, SB — animals fed a milk replacer containing probiotic bacteria and sodium
butyrate (3.4 kg/t, 3.1 g/day/calf; Adimix Easy, Nutriad, Belgium), PC — animals fed a milk replacer containing probiotic bacteria and phytogenic
compounds (0.5 kg/t, 0.45 g/day/calf; Digestarom, Biomin, Austria), EY — animals fed a milk replacer containing probiotic bacteria and egg yolk
antibodies (egg yolk powder containing specific antibodies; 3 kg/t, 2.7 g/day/calf; Globigen Life Start, EW Nutrition, Germany), SE - standard
error, DM — dry matter; " 1 - CTRL vs. SB, 2 - CTRL vs. PC, 3 — CTRL vs. EY; 2 cumulative intake throughout the study; ® tendency to significant

time effect (P = 0.09); P < 0.05 indicates significant differences

treatments for any of the listed parameters. Thus, the
results concerning sex within each treatment are not
presented and discussed further in the manuscript.
This decision is additionally justified by the
relatively small sample size (4 bulls and 4 heifers/
treatment), which does not allow to accurately
determine (i.e. sufficiently limit the statistical error)
significant interactions between these effects.

On day 14 of the study, total bacteria counts
were higher for EY calves compared to CTRL calves

(P = 0.02; Table 2). Furthermore, Lactobacillus
spp. counts were higher for PC and EY calves com-
pared to CTRL calves (P < 0.01), whereas Bifido-
bacterium spp. counts were higher for SB, PC and
EY calves compared to CTRL calves (P < 0.02).
On the other hand, E. coli counts were higher for EY
calves (P = 0.02) and tended to (P = 0.06) be higher
for SB calves compared to CTRL. In consequence,
the Lactobacillus-to-Escherichia ratio tended to
(P = 0.09) be lower for SB compared to CTRL

Table 2. Bacterial counts in faeces on day 14 and 28 of the study (log,, CFU/g of fresh faeces)

Group Contrasts'
CTRL SB PC EY SE 1 2 3

N 8 8 8 8

Day 14 of the study
total bacteria 9.31 9.35 9.80 10.14 0.239 0.89 0.16 0.02
Lactobacillus spp. 7.38 7.37 8.12 8.22 0.125 0.95 <0.01 <0.01
Bifidobacterium spp. 7.26 7.78 8.33 8.37 0.148 0.02 <0.01 <0.01
E. coli 6.28 6.78 6.29 6.92 0.177 0.06 0.98 0.02
C. perfringens 3.88 3.76 3.70 3.82 0.138 0.55 0.34 0.75
Lactobacillus: Escherichia 1.18 1.09 1.30 1.20 0.036 0.09 0.03 0.77
Bifidobacterium: Escherichia 1.17 1.15 1.26 1.21 0.036 0.76 0.08 0.25

Dday 28 of the study
total bacteria 9.48 8.99 9.04 9.36 0.192 0.09 0.13 0.68
Lactobacillus spp. 7.01 7.24 7.23 7.56 0.148 0.28 0.29 0.02
Bifidobacterium spp. 7.06 7.44 7.35 6.84 0.189 0.18 0.30 0.40
E. coli 6.23 6.44 6.07 6.55 0.199 0.45 0.59 0.26
C. perfringens 3.87 3.58 3.60 2.97 0.140 0.16 0.20 <0.01
Lactobacillus: Escherichia 1.14 1.14 1.20 1.16 0.046 0.99 0.36 0.74
Bifidobacterium: Escherichia 1.14 117 1.22 1.04 0.044 0.67 0.24 0.14

CTRL - animals fed a milk replacer with probiotic bacteria only, SB — animals fed a milk replacer containing probiotic bacteria and sodium
butyrate (3.4 kg/t, 3.1 g/day/calf; Adimix Easy, Nutriad, Belgium), PC — animals fed a milk replacer containing probiotic bacteria and phytogenic
compounds (0.5 kg/t, 0.45 g/day/calf; Digestarom, Biomin, Austria), EY — animals fed a milk replacer containing probiotic bacteria and egg yolk
antibodies (egg yolk powder containing specific antibodies; 3 kg/t, 2.7 g/day/calf; Globigen Life Start, EW Nutrition, Germany), SE - standard
error, CFU - colony forming unit; ' 1 — CTRL vs. SB, 2 - CTRL vs. PC, 3 - CTRL vs. EY; P < 0.05 indicates significant differences
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calves, but was higher (P = 0.03) for PC calves com-
pared to CTRL calves. The ratio of Bifidobacterium-
to-Escherichia also tended to (P = 0.08) be higher
for PC compared to CTRL.

On day 28 of the study, total bacteria counts
tended to (P = 0.09) be lower for SB calves com-
pared to CTRL calves. Lactobacillus spp. counts
were higher (P = 0.02), whereas that of C. perfrin-
gens counts were lower (P < 0.01) for EY calves
compared to CTRL calves.

Additionally, several differences between bull
and heifer calves were detected. On day 14 of the
study, bull calves had higher Lactobacillus spp.
counts (7.96 vs. 7.59; P < 0.01) but lower E. coli
counts (6.38 vs. 6.75; P = 0.05) compared to heifer
calves. Consequently, the Lactobacillus-to-Esche-
richia ratio was higher for bull calves compared to
heifer calves (1.27 vs. 1.13; P <0.01). Moreover, the
ratio of Bifidobacterium-to-Escherichia was higher
for bulls compared to heifers on day 14 of the study
(1.24 vs. 1.17; P =0.03). However, as the study did
not primarily focus on sex differences, these find-
ings are not presented in detail and will only be
briefly discussed in the later parts of the manuscript.

Discussion

Before discussing the result in more detail, it
should be mentioned that faecal bacteria counts were
used in the current study as an indicator of the effect
of the investigated feed additives on intestinal bac-
teria. It should be noted that there can be differences
between faecal bacteria counts and actual intestinal
colonisation (Malmuthuge et al., 2015). Neverthe-
less, the presence and counts of specific bacteria such
as E. coli or C. perfringens in faeces can be used as
markers of GIT colonisation by these undesirable
bacteria, whereas the Lactobacillus-to-Escherichia
ratio can serve as an indicator of intestinal micro-
biome dysbiosis (Kehoe et al., 2008; Malmuthuge
etal., 2015; Gorka et al., 2021). Furthermore, it is im-
portant to mention once again that the current study
utilised a relatively small sample size of 8 calves per
treatment. Therefore, caution should be made when
interpreting the results pertaining to the growth per-
formance of the calves. The findings presented in this
work are part of a larger project (Gorka et al., 2023)
that investigated the impact of SB, PC, and EY sup-
plementation in MR on the growth performance of
calves in a series of studies involving a larger number
of animals. Consequently, when appropriate, refer-
ences to the companion paper will be made, and the
growth performance of calves described and dis-

cussed briefly in order to provide better context for
interpreting the results of faecal bacteria presented in
the current study.

Among the investigated feed additives, SB sup-
plementation in MR has a well-established positive
impact on GIT development and function in calves
(Gorka et al., 2011). Moreover, the dietary supple-
mentation of SB has shown positive effects on intes-
tinal microbiota in calves. For example, the coloni-
sation of Mogibacterium, which can adversely affect
GIT health, was reduced in the colon of calves fed
MR with SB (O’Hara et al., 2018). This effect was
accompanied by a tendency towards higher aver-
age daily gain (ADG) and feed efficiency of calves.
Dietary SB supplementation was also shown to re-
duce GIT colonisation by E. coli in piglets (Xiong
et al., 2016). However, it should be noted that not
all studies have consistently observed the ben-
eficial effects of SB supplementation in calf MR.
Wolfswinkel (2017) reported an increased incidence
of diarrhoea in calves fed MR with SB. In the study
of Wood et al. (2019), SB supplementation in MR
was associated with a higher risk of calf mortality, but
it was supplemented with B. subtilis, as in the current
study. Partly consistent with studies showing not only
positive effects of SB supplementation in calf MR,
in the current study SB supplementation resulted in
higher E. coli counts in faeces and a lower Lactoba-
cillus-to-Escherichia ratio on day 14 of the study, in-
dicating a negative impact on the intestinal bacterial
community. Furthermore, the growth performance of
the calves was negatively affected, as described in
detail in the companion paper (Gorka et al., 2023).
Similar negative effects of SB supplementation have
also been observed in broiler chickens, where it led to
a reduction in Lactobacillus counts in the intestinal
chyme (Hu and Guo, 2007). These findings suggest
that SB supplementation in combination with probi-
otic bacteria, as in the case of B. subtilis and E. fae-
cium in this study, may not always yield positive re-
sults. It is possible that the combination of SB with
probiotic bacteria overstimulates the immune system,
as suggested by Wood et al. (2019), leading to a nega-
tive impact on GIT function and calf performance.

Numerous studies have demonstrated the posi-
tive impact of PC on growth performance and health
issues prevention in calves (Froehlich et al., 2017;
Stefanska et al., 2021; Jahani-Azizabadi et al., 2022).
When supplemented in feed, PC action is not limited
to their antimicrobial effects, which are particularly
desired in newborn calves that are susceptible to
various infections. PC are also known to affect di-
gestive enzyme secretion and exhibit antioxidant and
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anti-inflammatory properties (Froehlich et al., 2017;
Upadhaya and Kim, 2017). Importantly, a combina-
tion of phytogenic feed additive with probiotic bac-
teria in MR was shown to have an synergistic im-
pact on the growth performance of calves (Stefanska
et al., 2021). Among the investigated feed additives,
the combination of probiotics and PC had the most
positive influence on calf performance. It increased
feed efficiency and decreased the likelihood of diar-
rhoea in calves, as described in detail in the compan-
ion paper (Gorka et al., 2023). These benefits of PC
supplementation in MR were accompanied by higher
Lactobacillus spp. and Bifidobacterium spp. counts in
faeces on day 14 of the study, and consequently high-
er Lactobacillus-to-Escherichia and Bifidobacterium-
to-Escherichia ratios. Thus, the positive effect of PC
supplementation in the current study can be at least
partly attributed to their impact on the development of
gastrointestinal microbiota. In other studies, supple-
mentation with herbal extracts or essential oils also
reduced the occurrence or intensity of diarrhoea in
calves (Froehlich et al., 2017; Jahani-Azizabadi et al.,
2022). In addition, essential oil supplementation re-
duced the counts of E. coli in the rectum in piglets
(Zeng et al., 2015).

These findings collectively support the notion
that PC supplementation in calf MR can yield
positive outcomes, even when combined with
probiotic bacteria and when calves are fed colostrum
and transition milk for an extended period of time.
Further studies are needed to fully understand the
mechanisms behind these positive effects and to
elucidate the specific pathways through which PC
supplementation influences the gut microbiota and
promotes calf health.

Supplementing EY in MR exerted a similar
effect on faecal bacteria on day 14 of the study as
with PC supplementation. Both Lactobacillus spp.
and Bifidobacterium spp. counts in faeces were
increased; however, simultaneously E. coli counts
were increased. Moreover, the ADG of calves was
reduced in the first 20 days of the study when EY
were supplemented in MR (see companion paper of
Gorka et al. (2023)), which is difficult to explain. EY
supplementation in MR aims to bind and ‘neutralise’
pathogens that enter GIT and can adversely affect
its function (Diraviyam et al., 2014). However,
based on a meta-analysis of available studies,
EY supplementation did not consistently reduce
GIT-related diseases in newborn animals, as some
studies reported no effect of EY addition in feeds
(Diraviyam et al., 2014). Considering that the calves
in the current study were fed colostrum and transition

milk for the first 9 days of life, which indisputably
affected the development of the intestinal bacteria
community (Fischer et al., 2018), it is possible
that the supplementation of EY had both positive
(increased Lactobacillus spp. and Bifidobacterium
spp. counts in faeces) and negative effects on this
community shortly after calves were transitioned
to MR feeding. However, it should be noted that in
piglets, EY supplementation directly after weaning
was shown to prevent GIT colonisation by E. coli
(Marquardt et al., 1999). Similarly, in calves, dietary
EY supplementation was consistently demonstrated to
prevent diarrhoea of various aetiology (Ozpinar et al.,
1996; Ikemori et al., 1997). Alternatively, a negative
interaction between probiotic bacteria present in
the experimental MR and EY can be considered.
However, a study by Von Erhard et al. (2000) reported
a synergistic impact on the growth parameters of
calves when a combination of probiotic bacteria
and EY was added to MR. On the other hand, EY
supplementation increased Lactobacillus spp. counts
and decreased C. perfringens counts in faeces on
day 28 of the current study, which was accompanied
by an increase in ADG of calves (Gorka et al., 2023).
Therefore, when considering prophylactic measures
for the entire rearing period, the incorporation of EY
into MR may be beneficial, also for calves initially
fed colostrum and transition milk during the first
several days of life.

At least several studies have shown differences in
ADG and feed intake between bull and heifer calves
(Greenwood et al., 1997, Hohmann et al., 2021).
These differences can be attributed to physiological
differences between males and females. The results
of the current study show that faecal bacteria counts
may differ between bull and heifer calves, with higher
counts of Lactobacillus spp. and Bifidobacterium spp.
expected in bull calves. This may partially explain the
reported differences between bull and heifer calves in
terms of the probability of GIT-related diseases (Al
Mawly et al., 2015). Future studies focusing on the
specific differences in the development of intestinal
bacteria between bull and heifer calves would
contribute to a better understanding of their unique
nutritional requirements and help optimizing feed
additive usage in calf MR.

Conclusions

Of the investigated feed additives, PC sup-
plementation had the most positive impact on fae-
cal bacteria composition in calves fed MR con-
taining probiotic bacteria, as well as colostrum
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and transition milk in the first 9 days of life.
This was indicated by increased counts of Lacto-
bacillus spp. and Bifidobacterium spp. and higher
ratios of Lactobacillus-to-Escherichia and Bifido-
bacterium-to-Escherichia in faeces. In contrast,
SB supplementation showed less favourable ef-
fects on faecal bacteria counts. It tended to increase
E. coli counts in faeces and lower the Lactobacil-
lus-to-Escherichia ratio, which indicated a rather
negative impact on the investigated faecal bacteria
composition in calves. EY supplementation was
found to reduce C. perfringens counts in faeces,
suggesting potential benefits of this supplement.
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Wspdtudziat w analizie danych zgromadzonych w trakcie badan, udzial w opracowaniu statystycznym
wynikow badan, wspotudziat w przygotowaniu manuskryptu — tacznie moj wktad w realizacje pracy
wynosit 5%.

Jednoczesnie wyrazam zgode na przedtozenie wyzej wymienionych prac przez mgr inz. Julite Milik
jako cze$¢ rozprawy doktorskiej opartej na zbiorze opublikowanych i powiazanych tematycznie
artykutéw naukowych.

miejscowos¢, data odpis Wspotautora

HAAAAAAAAAAKAX W proypadku prac dwu- lub wieloautorskich wymagane sq oswiadczenia kandydata do stopnia doktora oraz

wspotautoréw, wskazujgce na ich merytoryczny wklad w powstanie kazdej pracy (np. tworca hipotezy badawczej, pomystodawca badan,
wykonanie specyficznych badan — np. pr-eprowad-=enie konkretnych doswiadczen, opracowanie i zebranie ankiet itp., wykonanie analizy
wynikow, przygotowanie manuskryptu artykutu i inne). Okreslenie wkladu danego autora, w tym kandydata do stopnia doktora, powinno byé
na tyle precyzyjne, aby umozliwi¢ dokladng ocene jego udziafu i roli w powstaniu kazdej pracy.






Oswiadczenie Wspotautora

dr hab. inz. Pawetl Gérka, prof. URK '
Uniwersytet Rolniczy w Krakowie, Wydzial Hodowli i Biologii Zwierzat, Katedra Zywienia,
Biotechnologii Zwierzat i Rybactwa, al. Mickiewicza 24/28, 30-059 Krakow

Oswiadczam, iz moj wkiad autorski w nizej wymienionych artykutach naukowych byt nastepujacy*:

1. Gorka P., Milik J., Budzinski W., Przybylo M., Kanski J., Jankowiak T., Budzinska K.: Effect of
sodium butyrate, phytogenic compounds and egg yolk antibodies supplementation in calf milk replacer
containing probiotic bacteria on farms feeding a mixture of surplus colostrum and transition milk to
calves in their first days of life. Journal of Animal Feed Science and Technology, 2023; 302:115675,
DOI 10.1016/j.anifeedsci.2023.115675, MNiSW = 200, Impact Factor 3.2.

Wspdtudziatl w opracowaniu koncepceji badan, wspoludziat w opracowaniu metodologii doswiadczenia,
wspotudziat w realizacji doswiadczenia na zwierzetach, wspotudzialt w opracowaniu wynikéw badan
i sformutowaniu wnioskéw, koordynacja realizacji doswiadczen, wspdlredakeja publikacji — fgcznie
moj wklad w powstanie pracy wynosi 40%.

2. Milik J., Gorka P., Budzinska K., Kanski J., Jankowiak T.: Effect of supplementing sodium butyrate,
phytogenic compounds and egg yolk antibodies supplementation in calf milk replacer containing

probiotic bacteria on selected fecal bacteria in calves. Journal of Animal and Feed Sciences, 2023;
32(4):438-446, DOI: 10.22358/jafs/166154/2023, MNiSW = 100, Impact Factor 1.0.

Wspdtudzial w opracowaniu koncepcji badan, wspoétudzial w opracowaniu metodyki badan,
wspotudzial w opracowaniu wynikéw statystycznych badan, wspotredakcja publikacji — tacznie moj
wktad w powstanie pracy wynosi 15%.

Jednoczesnie wyrazam zgode na przedlozenie wyzej wymienionych prac przez mgr inz. Julite Milik
jako czes¢ rozprawy doktorskiej opartej na zbiorze opublikowanych i powiazanych tematycznie

artykutow naukowych.
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W przypadku prac dwu- lub wieloautorskich wymagane sq osSwiadczenia kandydata do stopnia doktora oraz
wspolautoréw, wskazujgce na ich merytoryczny wkiad w powstanie kazdej pracy (np. tworca hipotezy badawczej, pomystodawca badar,
wykonanie specyficznych badan — np. pr-eprowad=enie konkretnych doswiadczen, opracowanie i zebranie ankiet itp., wykonanie analizy
wynikow, przygotowanie manuskryptu artvkutu i inne). Okreslenie wkiadu danego autora, w tym kandydata do stopnia doktora, powinno byé
na tyle precyzyjne, aby umozliwi¢ doktadng ocene jego ud=ialu i roli w powstaniu kazdej pracy.






Oswiadczenie Wspolautora

dr. inz. Marcin Przybyto .
Uniwersytet Rolniczy w Krakowie, Wydzial Hodowli i Biologii Zwierzat, Katedra Zywienia,
Biotechnologii Zwierzat i Rybactwa, al. Mickiewicza 24/28, 30-059 Krakow

Oswiadczam, iz moj wktad autorski w nizej wymienionym artykule naukowym byt nastepujacy*:

1. Gorka P., Milik J., Budzinski W., Przybyto M., Kanski J., Jankowiak T., Budzinska K.: Effect of
sodium butyrate, phytogenic compounds and egg yolk antibodies supplementation in calf milk replacer
containing probiotic bacteria on farms feeding a mixture of surplus colostrum and transition milk to
calves in their first days of life. Journal of Animal Feed Science and Technology, 2023; 302:115675,
DOI 10.1016/j.anifeedsci.2023.115675, MNiSW = 200, Impact Factor 3.2.

Wspdtudzial w opracowaniu statystycznych wynikow badan, wspétudzial w opracowaniu przegladu
pismiennictwa i wspodtredakcja publikacji — tacznie moj wkiad w realizacje pracy wynosil 5%.

Jednoczesnie wyrazam zgodg na przedlozenie wyzej wymienionej pracy przez mgr inz. Julite Milik jako
czes¢ rozprawy doktorskiej opartej na zbiorze opublikowanych i powigzanych tematycznie artykulow
naukowych.
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miejscowos¢, data podpis Wspdtautora

HAKAAAAAKEXE W proypadku prac dwu- lub wieloautorskich wymagane sq o$wiadczenia kandydata do stopnia doktora oraz wspdlautoréw,
wskazujgce na ich merytoryczny whkiad w powstanie kazdej pracy (np. twérca hipotezy badawczej, pomystodawca badan, wykonanie
specyficznych badan — np. przeprowad=enie konkretnych doswiadczen, opracowanie i zebranie ankiet itp., wykonanie analizy wynikéw,
przygotowanie manuskryptu artykutu i inne). Okreslenie wktadu danego autora, w tym kandydata do stopnia doktora, powinno by¢ na tyle
precyzyjne, aby umozliwi¢ dokiadng ocene jego ud=zialu i roliw powstaniu kazdej pracy.






Oswiadczenie Wspolautora

dr hab. inz. Katarzyna Budzinska, prof. PBS
Katedra Biologii i Srodowiska Zwierzat, Wydzial Hodowli i Biologii Zwierzat,
Politechnika Bydgoska im. Jana i Jedrzeja Sniadeckich w Bydgoszczy,

OSWIADCZENIE

Oswiadczam, iz moj wklad autorski w nizej wymienionych artykutach naukowych byl nastgpujacy*:

1. Gorka P., Milik J., Budzinski W., Przybylo M., Kanski J., Jankowiak T., Budzinska K.: Effect of
sodium butyrate, phytogenic compounds and egg yolk antibodies supplementation in calf milk replacer
containing probiotic bacteria on farms feeding a mixture of surplus colostrum and transition milk to
calves in their first days of life. Journal of Animal Feed Science and Technology, 2023; 302:115675,
DOI 10.1016/j.anifeedsci.2023.115675, MNiSW = 200, Impact Factor 3.2.

Wspotudzial w opracowaniu metodyki badan, korekta przygotowanej publikacji — acznie moj wkiad w
realizacj¢ pracy wynosit 5%.

2. Milik J., Gorka P., Budzinska K., Kanski J., Jankowiak T.: Effect of supplementing sodium butyrate,
phytogenic compounds and egg yolk antibodies supplementation in calf milk replacer containing
probiotic bacteria on selected fecal bacteria in calves. Journal of Animal and Feed Sciences, 2023;
32(4):438-446, DOI: 10.22358/jafs/166154/2023, MNiSW = 100, Impact Factor 1.0.

Wspotudzial w opracowaniu koncepcji badan, wspotudziat opracowaniu w metodologii badan, analiza
uzyskanych danych, wspotudziat w sformulowaniu wnioskow, wspélredakcja publikacji — tacznie moj
wklad w realizacje pracy 5%.

Jednoczesnie wyrazam zgode na przedtozenie wyzej wymienionych prac przez mgr inz. Julite Milik
jako czes$¢ rozprawy doktorskiej opartej na zbiorze opublikowanych i powigzanych tematycznie
artykuléw naukowych.

By qvrer 1Y 04 Lo 2%

miejscowos¢, data

FRKEIR KRR XXRET W praypadhu prac dwu- lub wieloautorskich wymagane sq o$wiadczenia kandydata do stopnia doktora oraz
wspblautoréw, wskazujgce na ich merytoryczny wklad w powstanie kazdej pracy (np. twérca hipotezy badawczej, pomystodawca badan,
wykonanie specyficznych badan — np. przeprowadzenie konkretnych doswiadczen, opracowanie i zebranie ankiet itp., wykonanie analizy
wynikéw, przygotowanie manuskryptu artykutu i inne). Okreslenie wkladu danego autora, w tym kandydata do stopnia doktora, powinno by¢
na tyle precyzyjne, aby umozliwi¢ dokladng oceng jego udzialu i roli w powstaniu kazdej pracy.






Oswiadczenie Wspdélautora

dr. inz. Waldemar Budzinski,

Polmass S. A. ul. Fordonska 40, 85-719 Bydgoszcz

OSWIADCZENIE
Oswiadczam, iz m6j wklad autorski w nizej wymienionym artykule naukowym byt nast¢pujgcy™*:

1. Gorka P., Milik J., Budzinski W., Przybylo M., Kanski J., Jankowiak T., Budzinska K.: Effect of
sodium butyrate, phytogenic compounds and egg yolk antibodies supplementation in calf milk replacer
containing probiotic bacteria on farms feeding a mixture of surplus colostrum and transition milk to
calves in their first days of life. Journal of Animal Feed Science and Technology, 2023; 302:115675,
DOI 10.1016/j.anifeedsci.2023.115675, MNiSW = 200, Impact Factor 3.2.

Wspohludzial w opracowaniu metodyki badan i wspodlredakcja publikacji — tacznie mdj wklad w
realizacje pracy wynosit 5 %.

Jednoczesnie wyrazam zgodg na przedlozenie wyzej wymienionej pracy przez mgr inz. Julitg¢ Milik jako
czes¢ rozprawy doktorskiej opartej na zbiorze opublikowanych i powigzanych tematycznie artykulow
naukowych.
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miejscowosc, data

KRKXXRIXXAXXXE" W proypadhu prac dwu- lub wieloautorskich wymagane sq oswiadczenia kandydata do stopnia doktora oraz
wspdlautoréw, wskazujgce na ich merytoryczry wiklad w powstanie kazdej pracy (np. twérca hipotezy badawezej, pomystodawca badan,
wykonanie specyficznych badarn — np. przeprowadzenie konkretnych doswiadczen, opracowanie i zebranie ankiet itp., wykonanie analizy
wynikéw, przygotowanie manuskryptu artykubu i inne). Okreslenie whladu danego autora, w tym kandydata do stopnia doktora, powinno byé
na tyle precyzyjne, aby umozliwic doktadng oceng jego udziatu i roli w powstaniu kazdej pracy.






OSWIADCZENIE WSPOLAUTORA

lek. wet. Tomasz Jankowiak
Vetbovi_s,
62-241 Zydowo

Oswiadczam, iz moj wklad autorski w nizej wymienionych artykutach naukowych byl nastepujacy*:

1. Gorka P, Milik J., Budzinski W., Przybylo M., Kanski J., Jankowiak T., Budzinska K.: Effect of
sodium butyrate, phytogenic compounds and egg yolk antibodies supplementation in calf milk replacer
containing probiotic bacteria on farms feeding a mixture of surplus colostrum and transition milk to
calves in their first days of life. Journal of Animal Feed Science and Technology, 2023; 302:115675,
DOI 10.1016/j.anifeedsci.2023.115675, MNiSW = 200, Impact Factor 3.2.

Wspotudziat w przeprowadzeniu doswiadczen terenowych i przygotowaniu publikacji — 1gcznie moj
wklad w realizacje pracy wynosit 5%.

2. Milik J., Gorka P., Budzinska K., Kanski J., Jankowiak T.: Effect of supplementing sodium butyrate,
phytogenic compounds and egg yolk antibodies supplementation in calf milk replacer containing
probiotic bacteria on selected fecal bacteria in calves. Journal of Animal and Feed Sciences, 2023;
32(4):438-446, DOI: 10.22358/jafs/166154/2023, MNiSW = 100, Impact Factor 1.0.

Wspotudzial w opracowaniu metodologii badan, wykonanie czesci doswiadczen terenowych — facznie
moj wklad w realizacj¢ pracy wynosit 5%.

Jednoczesnie wyrazam zgode na przedlozenie wyzej wymienionych prac przez mgr inz. Julity Milik
jako cze$¢ rozprawy doktorskiej opartej na zbiorze opublikowanych i powigzanych tematycznie
artykulow naukowych.
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KEEXEXAXXXNE W preypadku prac dwu- lub wieloautorskich wymagane sq oswiadezenia kandydata do stopnia doktora oraz wspélautoréw,
wskazujgce na ich merytoryczny wkiad w powstanie kazdej pracy (np. tworca hipotezy badawczej, pomysiodawca badan, wykonanie
specyficznych badari — np. przeprowadzenie konkretnych doswiadczen, opracowanie i zebranie ankiet itp., wykonanie analizy wynikow,
przygotowanie manuskryptu artvkutu i inne). Okreslenie wkiadu danego autora, w tym kandydata do stopnia doktora, powinno byé na tyle
precyzyjne, aby umozliwi¢ dokladng ocene jego udziahu i roli w powstaniu kazdej pracy.






WYKAZ SKROTOW

ADF, acid detergent fiber; wtokno kwasno detergentowe;
ADG, average daily gain; Sredni dzienny przyrost;

aNDF, neutral detergent fiber; neutralne wlékna detergentowe;
BW, body weight; masa ciala;

CFU, colony-forming unit, jednostka tworzaca kolonie;

CTRL, control group; grupa kontrolna;

CP, crude protein; bialko surowe;

DM, dry matter; sucha masa;

EY, egg yolk antibodies; przeciwciala zéltka jaja kurzego;

FE, feed efficiency; efektywnos$¢ wykorzystania paszy;

FS, fecal score, punktacja kalu;

MR, milk replacer; preparat mlekozastepczy;

PC, phytogenic compounds; zwiazki fitogeniczne;

PCEY, phytogenic compounds and egg yolk antibodies; zwiazki fitogeniczne i przeciwciala zéltka
jaja kurzego;

SB, sodium butyrate. maslan sodu;
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