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RESUMO
Os aditivos alimentares sdo uma estratégia eficiente para melhorar o desempenho e a utilizagao
de nutrientes em bovinos de corte. Entre essas alternativas, os Direct-Fed Microbials (DFMs)
tém demonstrado potencial para modular a microbiota ruminal e intestinal, promovendo
beneficios tanto para a saide animal quanto para a produtividade. Foram avaliados os efeitos
de um DFM contendo Bacillus licheniformis e Bacillus subtilis no desempenho, morfometria
ruminal, expressdao gé€nica intestinal, parametros sanguineos e fecais de touros em
confinamento. Touros Nelore x Angus (n = 144; peso corporal inicial =401 kg + 45.5 kg) foram
distribuidos aleatoriamente em 36 baias (4 touros/baia e 18 baias/tratamento) seguindo um
delineamento inteiramente casualizado. Uma dieta de terminagdo a base de milho moido foi
oferecida para ingestdo ad libitum duas vezes ao dia durante 84 dias contendo os seguintes
tratamentos: 1) controle (sem DFM); 2) DFM (B. licheniformis e B. subtilis) a 6,4 x 10° UFC
(2 g) por animal. Os dados foram analisados utilizando o procedimento MIXED do SAS, tendo
baia como unidade experimental, o efeito fixo do tratamento e o efeito aleatério de baia
aninhado dentro de tratamento. Para os parametros fecais (duas coletas realizadas) o efeito de
coleta ¢ sua interacdo com os efeitos do tratamento foram incluidos no modelo. Diferencas
estatisticas foram consideradas significativas em p < 0,05. Tendéncias foram mencionadas se o
valor de p fosse maior que 0,05, mas menor ou igual a 0,10. Os touros que receberam o
tratamento DFM reduziram o consumo de matéria seca (P < 0.01), nao diferiram o ganho médio
diario (2.05; P = 0.39) e aumentaram a eficiéncia alimentar (P = 0.05) em 6% com relacdo ao
controle. As demais variaveis de desempenho, peso final, peso de carcaga quente e rendimento
de carcaga quente ndo diferiram (P > 0.10). Em relacao aos parametros sanguineos animais que
receberam DFM tiveram a ureia plasmatica reduzida em 6.2% (P =0.02). Glicose, haptoglobina
e lipopolissacarideos ndo diferiram (P> 0.10). A morfometria ruminal nao foi influenciada pelo
tratamento (P > 0.10). O uso do DFM tendeu a reduzir o amido fecal (P = 0.10). O periodo
influenciou o pH e amido fecal (P <0.01), que foi maior para amido e menor para pH na segunda
coleta. O uso do DFM aumentou a expressao génica de tiptofano hidroxilase 1 (P =0.02) e de
superoxido dismutase 1 (P =0.03) no duodeno dos animais. A suplementacdo com DFM a base
de B. licheniformis e B. subtilis para touros Nelore X Angus na fase de terminagdo diminui a
ingestdo de matéria seca, nao influencia 0 GMD, melhora a eficiéncia alimentar, reduz a ureia

plasmatica e aumenta a expressao de genes importantes para a fun¢ao duodenal.

Palavras-chave: B. licheniformis; B. subtilis; Eficiéncia alimentar; Saiude intestinal.



ABSTRACT
Feed additives are an efficient strategy to improve performance and nutrient utilization in beef
cattle. Among these alternatives, Direct-Fed Microbials (DFMs) have demonstrated potential
to modulate ruminal and intestinal microbiota, promoting benefits for both animal health and
productivity. The effects of a DFM containing Bacillus licheniformis and Bacillus subtilis on
performance, ruminal morphometrics, intestinal gene expression, and blood and fecal
parameters of feedlot bulls were evaluated. Nelore x Angus bulls (n = 144; initial body weight
=401 kg +45.5 kg) were randomly distributed into 36 pens (4 bulls/pen and 18 pens/treatment)
following a completely randomized design. A finishing diet based on ground corn was offered
for ad libitum intake twice daily for 84 days, containing the following treatments: 1) control
(no DFM); 2) DFM (B. licheniformis and B. subtilis) at 6.4 x 10° CFU (2 g) per animal. Data
were analyzed using the MIXED procedure of SAS, with pen as the experimental unit, treatment
as a fixed effect, and pen nested within treatment as a random effect. For fecal parameters (two
collections), the effect of collection and its interaction with treatment were included in the
model. Statistical differences were considered significant at p < 0.05. Trends were mentioned
if p-value was greater than 0.05 but less than or equal to 0.10. Bulls receiving DFM treatment
reduced dry matter intake (P < 0.01), did not differ in average daily gain (ADG; P = 0.39), and
improved feed efficiency (P = 0.05) by 6% compared to the control. Other performance
variables, final weight, hot carcass weight, and hot carcass yield, did not differ (P > 0.10).
Regarding blood parameters, animals receiving DFM had a 6.2% reduction in plasma urea (P =
0.02). Glucose, haptoglobin, and lipopolysaccharides did not differ (P > 0.10). Ruminal
morphometrics were not influenced by treatment (P > 0.10). DFM use tended to reduce fecal
starch (P = 0.06). The collection period influenced fecal pH and starch (P < 0.01), with higher
starch and lower pH in the second collection. DFM increased gene expression of tryptophan
hydroxylase 1 (P=0.02) and superoxide dismutase 1 (P =0.03) in the duodenum of the animals.
Supplementation with DFM based on B. licheniformis and B. subtilis for Nelore x Angus bulls
in the finishing phase reduces dry matter intake, does not influence ADG, improves feed

efficiency, and increases the expression of genes important for duodenal function.

Keywords: B. licheniformis; B. subtilis; Feed efficiency; Intestinal health.



INDICADORES DE IMPACTO

A suplementagdo com microbianos diretos (DFM) a base de Bacillus licheniformis e B. subtilis
em bovinos de corte demonstra potencial para gerar impactos multiplas dareas.
Tecnologicamente, o estudo avanga na compreensao de estratégias nutricionais que modulam a
microbiota intestinal, promovendo maior eficiéncia alimentar e reduzindo a excre¢ao de amido
fecal, o que pode inspirar o desenvolvimento de novos aditivos/combinagdes para bovinos de
corte consumindo dietas de alto grao. Economicamente, a redu¢ao no consumo de matéria seca
(3,1%) sem comprometer o ganho de peso diario (2,05 kg) sugere diminui¢do de custos com
alimenta¢do, um dos principais gastos na pecuaria. No ambito social, a adogdo de DFM pode
beneficiar produtores de todos os portes, pois a tecnologia ¢ de fécil aplicagdo e promove
ganhos produtivos ao otimizar recursos. A melhoria na eficiéncia alimentar também contribui
para a seguranca alimentar, ao reduzir a pressao sobre insumos. Culturalmente, os resultados
incentivam uma mudanga na percep¢ao dos produtores sobre o uso de alternativas sustentaveis
aos antibioticos, alinhando-se as demandas globais por préticas agropecudrias responsaveis. A
expressdo génica aumentada de enzimas no duodeno abre caminho para pesquisas futuras sobre
saude intestinal e bem-estar animal. Por fim, o estudo consolida-se como uma ferramenta para
a formulacdo de dietas mais eficientes e sustentaveis, com aplicagdo direta na cadeia produtiva

de carne bovina.



IMPACT INDICATORS

The supplementation of direct-fed microbials (DFM) based on Bacillus licheniformis and B.
subtilis in beef cattle shows potential to generate impacts across multiple areas.
Technologically, the study advances the understanding of nutritional strategies that modulate
the gut microbiota, promoting greater feed efficiency and reducing fecal starch excretion, which
may inspire the development of new additives/combinations for beef cattle fed high-grain diets.
Economically, the reduction in dry matter intake (3.1%) without compromising average daily
gain (2.05 kg) suggests a decrease in feed costs, one of the main expenses in livestock
production. Socially, the adoption of DFM may benefit producers of all scales, as the
technology is easy to apply and promotes productive gains by optimizing resources. The
improvement in feed efficiency also contributes to food security by reducing pressure on inputs.
Culturally, the results encourage a shift in producers' perception regarding the use of sustainable
alternatives to antibiotics, aligning with global demands for responsible farming practices. The
increased gene expression of enzymes in the duodenum paves the way for future research on
gut health and animal welfare. Finally, the study establishes itself as a tool for formulating more

efficient and sustainable diets, with direct application in the beef production chain.



RESUMO INTERPRETATIVO E RESUMO GRAFICO

Elaborado por Matheus Cordeiro e orientado por Thiago Bernardes

O resumo grafico tem como objetivo ilustrar os principais efeitos de um DFM contendo Bacillus
licheniformis e Bacillus subtilis no desempenho, expressdao génica intestinal, pardmetros sanguineos ¢
fecais de novilhos em confinamento. Direct-Fed Microbials (DFM) podem ser utilizados com o intuito
de se promover melhora da saude e desempenho. Bacillus spp. se destacam como DFM, pois apresentam
a capacidade de influenciar positivamente no funcionamento de todo trato gastrointestinal. Os touros
que receberam o tratamento DFM reduziram o consumo de matéria seca, ndo diferiram o ganho médio
diario e aumentaram a eficiéncia alimentar em 6% com rela¢do ao controle. As demais variaveis de
desempenho, peso final, peso de carcaca quente e rendimento de carcaca quente ndo diferiram. Em
relacdo aos parametros sanguineos animais que receberam DFM tiveram a ureia plasmatica reduzida em
6.2%. Glicose, haptoglobina e lipopolissacarideos ndo diferiram. A morfometria ruminal ndo foi
influenciada pelo tratamento. O uso do DFM tendeu a reduzir o amido fecal. O uso do DFM aumentou
a expressao génica de tiptofano hidroxilase 1 e de superoxido dismutase 1 (P = 0.03) no duodeno dos
animais. Em conclusdo, A suplementacdo com DFM a base de B. licheniformis e B. subtilis para touros
Nelore x Angus na fase de terminagdo diminui a ingestdo de matéria seca, ndo influencia o GMD,
melhora a eficiéncia alimentar, reduz a ureia plasmatica e aumenta a expressao de genes importantes
para a fung@o duodenal.

Neste estudo, touros Nelore X Angus confinados receberam 2 g de um DFM composto de B. licheniformis
e B. subtilis ( 6,4 x 10° UFC/animal) durante 84 dias de termina¢do com uma dieta contendo 50% de
amido (% da matéria seca)

Controle

Dieta Controle 2 g de B. licheniformis and B. subtilis

Resultados

Consumo de matéria seca

Eficiéncia alimentar (6%)

Ureia plasmatica

Expressao génica duodenal de TPH1 e SOD1

Amido fecal
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CAPITULOI
1. INTRODUCAO

O consumo de ragdo ¢ um dos principais fatores econdmicos que impactam a
lucratividade de confinamentos de gado de corte (Nkrumah et al., 2006). Portanto, a melhoria
da eficiéncia alimentar (EA; ganho/consumo) representa uma importante estratégia para
aumentar a sustentabilidade econdmica destes sistemas (Kenny et al., 2018). Diante disso,
otimizar a utilizacdo dos nutrientes dietéticos € essencial para atingir as metas produtivas
(Owens et al., 2010; Silva et al., 2021).

Aditivos alimentares sdo uma estratégia eficaz para melhorar o desempenho e o
aproveitamento dos nutrientes por bovinos de corte (DiLorenzo e Galyean, 2010; Marques,
2022). Dentre estes, Direct-Fed Microbials (DFM) podem ser utilizados com o intuito de se
promover melhora da satde e desempenho (Krehbiel et al., 2003; El Jeni et al., 2024). Bactérias
do género Bacillus se destacam como DFM, pois apresentam a capacidade de influenciar
positivamente no funcionamento de todo trato gastrointestinal (TGI; Fuerniss et al., 2022;
Limede et al., 2025). Isso decorre de sua capacidade de produzir ampla gama de enzimas, inibir
o crescimento de bactérias potencialmente prejudiciais e melhorar a integridade da barreira
intestinal (Cappellozza et al., 2025). Além disso, devido ao seu fornecimento ser em forma de
esporos, Bacillus spp. permanecem viaveis durante processos de armazenamento, mistura na
racdo e alimentagdo (Bernardeau et al., 2017; Cappellozza et al., 2023a).

Estudos que utilizaram Bacillus spp. como DFM em gado de corte demonstraram
melhora na condi¢do corporal de novilhas prenhes e o ganho médio diario de sua prole apds o
desmame (Izquierdo et al., 2024), aumento do consumo de matéria seca (CMS) e digestibilidade
dos nutrientes por vacas consumindo uma dieta a base de forragem (Limede et al., 2025),
melhora da satde e imunidade de bezerros de corte (Mackey et al., 2024) e na eficiéncia
alimentar (Calaca et al., 2022; Dias et al., 2022; Lopez et al., 2024).

Em ndo ruminantes, Bacillus spp. sdo amplamente utilizados para melhorar a satude e
funcionamento intestinal (Luise et al., 2022). Esse efeito pode ser possivel em ruminantes, uma
vez que os esporos podem ser resistentes a passagem pelo abomaso e capazes de desempenhar
sua funcdo no intestino (Leser et al., 2008; Luise et al., 2022). Essa pode ser uma alternativa
vantajosa para bovinos de corte alimentados com dietas ricas em graos de cereais. Grandes
quantidades de amido podem atingir o intestino grosso destes animais, 0 que ocasiona
consequéncias negativas, como acidose e lesdes na mucosa (Penner et al., 2014; Steele et al.,

2016; Aschenbach et al., 2019; Trotta et al., 2021). No entanto, os impactos intestinais (in vivo)
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da alimentacdo com DFM a base de Bacillus, e como isso interfere no desempenho, ainda
requerem estudos em bovinos alimentados com dietas de terminagao.

Diante dessas consideragdes, a hipdtese deste estudo foi que bovinos de corte
alimentados com um aditivo contendo B. licheniformis ¢ B. subtilis influenciariam a expressao
de genes no ceco (familia das proteinas de choque térmico) e no duodeno (OCLN, CAT, SODI,
TPHI, TIP1 e CLDN4), e melhorariam o desempenho. O objetivo foi descrever as bases
tedricas da utilizagdo de B. licheniformis e B. subtilis como um DFM (Capitulo I) e avaliar o
efeito de um produto DFM comercial contendo B. licheniformis e B. subtilis sobre o
desempenho, EA, a morfometria ruminal, a expressdo génica intestinal e os parametros

sanguineos e fecais de touros em terminacao (Capitulo II).

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. Surgimento dos aditivos alimentares

Aditivo para alimentagdo animal é qualquer substancia adicionada intencionalmente a
dieta, para aprimorar a qualidade dos alimentos, o desempenho ou os produtos finais dos
animais (Hutjens, 1991; Brasil, 2015; FAO, 2020). Essas substancias sdo utilizadas desde a
década de 1950, acompanhando o desenvolvimento dos confinamentos americanos, que
adotaram dietas formuladas como parte de um sistema de produgdo mais intensivo (Mintert,
2003). O crescimento populacional nos Estados Unidos, que aumentou em mais de 19 milhdes
de pessoas entre 1940 e 1950 (Census Bureau, 2021), elevou a demanda por proteina animal,
pressionando a industria a buscar métodos mais eficientes de produgdo. Até entdo, a criagdo de
um grande numero de animais em areas confinadas havia obtido sucesso limitado, tanto por ser
uma pratica nova, quanto pela constante ameaga de doencas infecciosas (Kiser et al., 1971).
Nessa perspectiva, antibioticos adicionados a dieta como aditivos alimentares surgiram como
uma solucao eficaz para reduzir o risco de doencas em animais de corte (Wallace, 1970; Kiser
etal., 1971), desempenhando papel importante no desenvolvimento da industria de carne atual.

O uso de antibioticos como aditivos alimentares ganhou maior evidéncia na observacao
de Stokstad et al. (1949), em que residuos de fermentagdo da producdo comercial de
clortetraciclina melhoravam o ganho de peso e aumentavam a eficiéncia alimentar em frangos.
Esse efeito foi atribuido na época a simplesmente um "fator de crescimento ndo identificado"
(Nagaraja, 1995). Posteriormente, verificou-se que o crescimento observado era causado pelo
antibiotico residual presente no residuo da fermentacgao, resultante de um processo de extracao

ineficiente (Jukes e Williams, 1953). A inclusdo dessas substancias nas dietas dos animais de
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produgdo se tornou economicamente viavel, visto que, uma pequena quantidade era suficiente
para promover melhora no desempenho (Wallace, 1970).

Inicialmente se especulava que os antibidticos poderiam nao apresentar beneficios em
ruminantes, visto que, poderia suprimir a fermentagdo no rumen (Nagaraja, 1995). Essa
preocupacao foi evidenciada para o uso em vacas leiteiras pela possibilidade de contaminagao
no leite (Wallace, 1970). Pesquisas posteriores demonstraram que os ruminantes adultos
podiam tolerar os antibidticos sem apresentar efeitos negativos, o que resultou na ampla
utiliza¢ao desses compostos como promotor de crescimento (Lassiter, 1955).

Um marco na historia dos aditivos alimentares para bovinos ocorreu nas décadas de
1960 a 1970 nos Estados Unidos (Nagaraja, 1995; McGuffey et al., 2001). No inicio da década
de 1960, um nutricionista de ruminantes Dr. Arthur P. Raun da lowa State University juntou-se
ao Lilly Research Laboratories para descobrir e desenvolver um produto de modificacao da
fermentagdo ruminal para a industria pecudria, com base na estequiometria e fluxo energético
(Richardson et al., 1976; McGuffey, 2017). Amostras de extratos de solo e produtos quimicos
descartados na sele¢cdo para medicina humana foram analisadas, e em 1970, um composto que
gerou um pico de propionato foi identificado e avaliado tanto in vitro (Richardson et al., 1976)
quanto em estudos de larga escala em confinamentos (Raun et al., 1976). Composto este, a
monensina, antibiotico iondforo ja conhecido na época por suas propriedades coccidiostaticas
(Fitzgerald e Manstield, 1973; Wallace, 1970). Os resultados obtidos foram enviados a Food
and Drug Administration (FDA) e a aprovacdo da monensina foi concedida como aditivo
alimentar em 1975 (McGuftey, 2017).

Apesar das vantagens, a utilizacdo de antibidticos como aditivos sempre foi
acompanhada de discussdes sobre questdes de seguranga, riscos de contaminagao e o potencial
desenvolvimento de resisténcia bacteriana (Kiser et al., 1971). A teoria da formagdo da
resisténcia bacteriana aos antibidticos estd diretamente relacionada a transferéncia horizontal
de genes de resisténcia, principalmente através de plasmideos (Lees et al., 2021). Estudos
pioneiros, como Anderson e Datta (1965), demonstraram que a resisténcia poderia ser
transferida entre bactérias, como Salmonella typhimurium e Escherichia coli, via conjugagao.
Nesta condi¢do, o uso de antibidticos em animais, especialmente em doses sub-terapéuticas
para promog¢dao de crescimento, poderia criar um ambiente seletivo que favoreceria a
proliferagdo de bactérias resistentes.

Foi neste cenario que em 1986 a Suécia se tornou o primeiro pais a banir o uso de
antibioticos como promotores de crescimento (Castanon, 2007). E as proibigdes continuaram

pela Dinamarca em 1998, e em 1999 quando a Unido Europeia (UE) primeiro restringiu o uso
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de quatro antibioticos, seguindo em 2006 para proibicdo total (Unido Europeia, 2003;
Mingmongkolchai e Panbangred, 2018). Ja nos Estados Unidos, em 2017 a FDA proibiu o uso
de antibidticos medicamente importantes para humanos como promotores de crescimento,
permitindo seu uso apenas para fins terapéuticos, sob supervisao veterinaria (FDA, 2025). Cabe
ressaltar que em 2016, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) estabeleceu uma classificagao
de antibidticos com base em sua importancia para a saude humana. Nessa classificagdo, os
iondforos, como monensina, narasina e lasalocida, foram categorizados como "sem importancia
para a saude humana" (World Health Organization, 2018). Isso se deve ao fato de que esses
compostos ndo possuem aplicagdo terapéutica em humanos, indicando que seu uso em dietas
animais nao representa um risco significativo a saude publica (Marques, 2022).

O conhecimento sobre o papel de antibidticos, principalmente iono6foros, na melhoria
da eficiéncia produtiva dos ruminantes ¢ consolidado (Nagaraja, 1995; McGulftey et al., 2001;
McGuffey, 2017). No entanto, o esfor¢o global para se reduzir o uso na pecuaria tem aumentado
o foco cientifico no desenvolvimento de alternativas, entre as quais o uso de Direct-Fed

Microbials se destaca como uma das estratégias mais estudadas (El Jeni et al., 2024).

2.2. Direct-fed microbials (DFM) como aditivo para bovinos

Inicialmente o termo “probiodtico” foi o mais difundido, para humanos e animais, como
suplemento alimentar microbiano vivo, que afeta beneficamente o animal hospedeiro ao
melhorar o equilibrio microbiano intestinal (Fuller, 1989). Além disso, esse termo era usado
para descrever culturas microbianas viaveis, extratos de culturas, preparacdes enzimaticas ou
varias combinagdes desses elementos (Yoon e Stern, 1995; Krehbiel et al., 2003). Isso fez com
que a FDA em 1989 exigisse que o termo DFM fosse empregado em vez de probiotico (Yoon e
Stern, 1995; FDA, 2015). Essa defini¢ao também foi restringida a produtos que supostamente
contém microrganismos vivos e viaveis presentes (Krehbiel et al., 2003; FDA, 2015). No
entanto, do ponto de vista cientifico, as classificacdes e definicdes desse tipo de aditivo
alimentar se encontram em constante evolucao (El Jeni et al., 2024).

Apesar do uso de DFM como aditivo ter comecado a receber maior atengdo na década
de 1980, os primordios da ideia sdo anteriores. Em 1924, Eckles et al. publicaram um relatério
no Journal of Dairy Science a respeito da utilizacdo de levedura na dieta de bezerros, isso
acontecendo antes da elucidagdo da estrutura do DNA (Newbold, 1995). A crescente
preocupacao com o uso de hormonios e antibidticos como promotores de crescimento (Kiser et
al., 1971; McAllister et al., 2011), aliada a interesses comerciais, contribuiu para o renovado

interesse em aditivos microbianos para racao (Newbold, 1995).
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Em bovinos, o uso de culturas microbianas tem sido uma alternativa eficaz para
substituir a aplicagdo de antibidticos em bezerros neonatos em condi¢des de estresse, melhorar
a producgdo de leite em vacas leiteiras e aumentar a eficiéncia alimentar de bovinos de corte
(Krehbiel et al., 2003; McAllister et al., 2011; El Jeni et al., 2024; Lopes et al., 2024). Esses
beneficios sdo atribuidos a diversos mecanismos de a¢do. Entre os principais, destacam-se a
modulag¢do do ambiente microbiano e a regulagcdo do pH intestinal (Krehbiel et al., 2003). Nesse
contexto, a producdo de acidos como o lactato, contribui para a redugdo do pH, criando um
ambiente desfavoravel para patdégenos (Nalla et al., 2022). Outro aspecto importante ¢ a
influéncia dos DFM na propor¢ao molar de acidos graxos de cadeia curta (AGCC; El Jeni et
al., 2024). O butirato, por exemplo, fortalece a integridade do epitélio intestinal ao estimular
proteinas de juncao estreita, como ocludinas e zonula occludens-1, reduzindo a permeabilidade
e promovendo uma barreira mais eficiente contra microrganismos indesejaveis (Usuda et al.,
2021). Além disso, os DFM competem por nutrientes e sitios de adesdo no epitélio
gastrointestinal, inibindo a colonizagdo por patdogenos (McAllister et al., 2011). Outro
mecanismo relevante € a produgdo de compostos antimicrobianos, como bacteriocinas, que
auxiliam no controle de microrganismos indesejaveis (O'Connor et al., 2020). Adicionalmente,
os DFM podem reduzir a inflamagao sistémica por meio da imunoestimula¢do e modular vias
hormonais e inflamatérias do hospedeiro (McAllister et al., 2011; Nalla et al., 2022). Em
conjunto, esses efeitos contribuem para a melhora da satde intestinal e do desempenho animal
(EI Jeni et al., 2024). O modo de agdo ¢ especifico para cada produto e varia com base nas
espécies presentes e no estagio fisioldgico do animal.

Um grande numero de microrganismos foi testado como DFM. Em revisao, McAllister
et al. (2011) descreveram como sendo os principais microrganismos utilizados, as bactérias
isoladas do rimen e bactérias produtoras de acido latico. Com relagdo as isoladas do rimen o
principal objetivo ¢ alterar o perfil dos produtos de fermentagdo ruminal, principalmente pela
utilizacdo do 4cido latico por Megasphaera elsdenii, Selenomonas ruminantium e
Propionibacterium freudenreichii. Quanto aos microrganismos produtores de acido latico, o
enfoque estratégico reside em sua agdo pos-ruminal. O uso de cepas selecionadas de
Lactobacillus spp., Streptococcus spp., Pediococcus spp. e Enterococcus spp. pode modular o
ecossistema intestinal através de dois mecanismos sinérgicos: (i) producdo de bacteriocinas
com atividade antimicrobiana e (i1) aumento da concentracao de lactato, criando um ambiente
hostil para patogenos entéricos como Escherichia coli e Salmonella spp. (Krehbiel et al., 2003).
Outros microrganismos, como leveduras e alguns fungos também apresentam potencial de

utilizacao (Krehbiel et al., 2003; El Jeni et al., 2024).
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Apesar de potencial, nem todos os microrganismos que podem gerar respostas benéficas
ao hospedeiro tém a capacidade para se tornar um DFM utilizavel em nivel de campo. Algumas
das cepas microbianas estudadas ndo conseguem manter sua viabilidade diante dos desafios
impostos por variagdes de temperatura e umidade (McAllister et al., 2011; Cappellozza et al.,
2023a). Essas condigdes adversas ocorrem ao longo de todo o processo, desde a producao,
envase, transporte, armazenamento e preparagio da ragdo (Cappellozza et al., 2023a). E neste
cenario que bactérias formadoras de esporos ganham destaque como possiveis aditivos para
ruminantes. Bactérias como as do género Bacillus, sdo amplamente utilizadas como
suplementos para humanos e animais (Mingmongkolchai e Panbangred, 2018). Espécies desse
género destacam-se por formar esporos altamente resistentes com a capacidade de crescer no
rimen e nos intestinos, o que pode impactar positivamente a saide e fungdo de todo trato
gastrointestinal dos ruminantes (Green et al., 1999; Fuerniss et al., 2022). Atualmente, as
espécies B. licheniformis e B. subtilis vém ganhando destaque como aditivo alimentar para
ruminantes (Qiao et al., 2010; Elshaghabee et al., 2017; Dias et al., 2022; Lopez et al., 2024) e
ha mais tempo para os ndo ruminantes (Luise et al., 2022). Logo, torna-se imprescindivel o
conhecimento sobre o género Bacillus e as potencias espécies a serem utilizadas com aditivos

para os animais.

2.3. Género Bacillus

O género Bacillus tem sido caracterizado como um conjunto de bactérias Gram positivas
que apresentam forma de bastonete, aerdbios ou anaerobicos facultativos e formadores de
endosporos (Logan e Vos, 2015). As espécies deste género sao encontradas em uma ampla gama
de locais, tendo sido isoladas de 4gua doce, dgua salgada, plantas, ar e principalmente do solo
(Maughan e Auwera, 2011).

A sobrevivéncia a diversas condi¢cdes ambientais ¢ um diferencial de espécies de
Bacillus. Algumas cepas podem sobreviver em condi¢gdes extremas, incluindo amplas faixas de
temperatura e pH e altas concentragdes de sal (Mandic-Mulec et al., 2016; Harirchi et al., 2022).
A capacidade de sobreviver a multiplas combinagdes de extremas condi¢des ambientais faz com
que esses microrganismos sejam considerados poliextremofilos (Logan e Vos, 2015). Essa
capacidade colocou algumas espécies no centro de interesses industriais (Harirchi et al., 2022).
Achados biotecnoldgicos apontam a possibilidade de produg¢do de intimeros compostos
(Guncheva e Zhiryakova, 2011).

Atualmente a vasta amplitude metabdlica de espécies de Bacillus é aproveitada pela

industria para a producdo de enzimas (ex: amilases, celulases, xilanases, esterases), compostos
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bioativos (peptideos antimicrobianos), ou uso como probidticos para humanos e animais
(Harirchi et al., 2022). Além disso, algumas espécies podem causar doengas como B. cereus €
B. anthracis (Maughan e Auwera, 2011; Logan e Vos, 2015). Estas propriedades ressaltam a
importancia de se conhecer mais sobre estes microrganismos, visto que, algumas espécies

apresentam grande utilidade, e outras, perigo para saude.

2.3.1. Diversidade filogenética/taxonomica do género Bacillus

O género Bacillus ¢ um grupo extremamente diverso de bactérias dentro do filo
Firmicutes, contemplando espécies com amplo impacto na vida humana (Patel e Gupta, 2020).
Ferdinand Cohn, bidlogo alemao, estabeleceu o género Bacillus em 1872 para incluir as trés
espécies de bactérias em forma de bastonete, Bacillus subtilis (espécie tipo), Bacillus anthracis
e Bacillus ulna, sem levar em conta a motilidade ou esporulagdo (Logan e Vos, 2015). Espécies
como B. anthracis e B. subtilis estavam entre as primeiras espécies de bactérias ja descritas de
maneira sistematica no final do século 19 por Cohn e também por Robert Koch, outro bidlogo
alemdo (Maughan e Auwera, 2011).

A maior parte das espécies de Bacillus se enquadram na definicdo, ja apresentada, de
bactérias em forma de bastonetes, formadoras de enddésporos, aerdbias ou anaerdbias
facultativas (Fritze, 2004). Esta definigao permanece com relevancia pratica, apesar da proposta
de espécie estritamente anaerdbica como B. infernus, B. arsenicoselenatis € B. selenitireducens
existirem (Logan e Vos, 2015). A extrema heterogeneidade das espécies se deve principalmente
a critérios abstratos empregados no passado para atribuir diversas espécies formadoras de
enddsporos na presenga de oxigénio para o género (Logan et al., 2009).

Com relacao a diversidade filogenética o "Bergeys's Manual of Systematics of Archaea
and Bacteria", apresenta que atualmente 142 espécies estdo incluidas no género Bacillus
(classificacdo baseada no 16S rDNA; Logan e Vos, 2015). O manual descreve que outros
parametros devem ser utilizados em analises filogenéticas/taxondmicas para se chegar a um
conceito mais refinado de "espécie bacteriana". Diante disso, atualizagdes sdo esperadas, como
exemplo, a formagao de novos géneros na familia Bacillaceae a partir de espécies de Bacillus
(Fritze, 2004; Mandic-Mulec et al., 2016). Avangos consideraveis na classificagao de bactérias
formadoras de endosporos sdao alcancados com andlises gendmicas (filogenomica)
comparativas (Gupta et al., 2020; Gaballa et al., 2021).

Diante do que foi apresentado, torna-se coerente realizar a classificagao das espécies de
interesse, que serdo abordadas ao longo deste texto. A classificagdo a seguir ¢ baseada no

"Bergeys's Manual of Systematics of Archaea and Bacteria" (Logan e Vos, 2015).
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Dominio: Bacteria
Filo: Firmicutes
Classe: Bacilli
Ordem: Bacillales
Familia: Bacillaceae
Género: Bacillus

Espécies: subtilis e licheniformis

2.3.2. Caracteristicas fisiologicas e metabolicas

Dentro do género Bacillus ha ampla diversidade a respeito dos requisitos nutricionais e
ambientais para o crescimento destes microrganismos (Mandic-Mulec et al., 2016). A maioria
das espécies pode crescer heterotroficamente em meios simples ou enriquecidos (como em
agar), ndo necessitando de fatores de crescimento (ex: vitaminas), no entanto, extrato de
levedura estimula o desenvolvimento das colonias (Harirchi et al., 2022). A maioria das
espécies usara glicose e/ou outros carboidratos fermentdveis como unica fonte de carbono e
energia (Logan e Vos, 2015). Em relacdo as necessidades de nitrogénio, as espécies de Bacillus
podem utilizar fontes inorganicas e organicas (Checinska et al., 2015). Sais de amonio podem
servir como unica fonte, mas os aminoacidos sdo amplamente utilizados, além de que algumas
cepas podem usar ureia (Logan e Vos, 2015).

Outra caracteristica geral de espécies de Bacillus ¢ a faixa de temperatura de
crescimento, que vai desde psicrofilos (-2 a 20 °C) a termofilos (>70 °C), porém, grande parte
sao mesofilos (25-40 °C; Harirchi et al., 2022; Logan e Vos, 2015). A seguir serdo discutidas as
particularidades para as espécies B. subtilis e B. licheniformis.

Torna-se valido destacar que B. subtilis e B. licheniformis sdo espécies intimamente
relacionadas, com comportamento saprofitico (Voigt et al., 2008). Est4 atribuicdo se deve a
capacidade de degradar uma variedade de compostos complexos (muitas vezes do solo) e
utilizar os produtos da degradacdo como nutrientes para sustentar o crescimento, ou até mesmo,
garantir a sobrevivéncia em condi¢des limitantes (Antelmann et al., 2001; Harirchi et al., 2022).
Acredita-se que a auséncia de uma membrana externa (por ser Gram positivo) permita a
secrecdo de grandes quantidades de compostos diretamente no meio extracelular (Voigt et al.,
2006; Voigt et al., 2008), o que faz com que essas espécies sejam amplamente utilizadas pela

industria (Su et al., 2020).
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2.3.2.1. Bacillus subtilis

A variacdo nos nutrientes e nas condi¢des ambientais do meio podem ocasionar
mudangas no desenvolvimento de culturas microbianas de B. subtilis (Monteiro et al., 2005).
Logan e Vos (2015) listam como caracteristicas individuais da espécie:

Caracteristicas gerais: Gram positivo, células em forma de bastonete, moéveis,
aerobicos ou anaerdbicos facultativos (crescimento anaerdbico pode ocorrer em meio com
glicose e nitrato). Células apresentam tamanho entre 0,7-0,8 por 2,0-3,0 um, ocorrendo
isoladamente e em pares, raramente em cadeias.

Temperatura de crescimento: 6tima de 28-30 °C, minima de 5-20 °C e maxima de 45-
55 °C.

pH de crescimento: 5,5-8,5 (limites ndo foram registrados).

Requisitos nutricionais: necessita de glicose e um sal de amdnio como fontes de
carbono e nitrogénio. Caseina, esculina, gelatina e amido s3o hidrolisados, no entanto,
fenilalanina e ureia ndo. Pectina e os polissacarideos dos tecidos vegetais sao decompostos.
Dextran e levan sdo formados extracelularmente a partir da sacarose. O citrato € utilizado como
unica fonte de carbono pela maioria das cepas; propionato nao ¢ utilizado. O nitrato ¢ reduzido
a nitrito. Cepas podem tolerar até 10% de cloreto de sédio (NaCl). Acido sem gés ¢ produzido
a partir da glicose e de uma ampla gama de outros carboidratos.

Endosporos: apresentam formato elipsoidais a cilindricos que se situam centralmente,
paracentralmente e subterminalmente em esporangios ndo dilatados. Estes enddsporos
apresentam alta capacidade de adesdo e estdo vastamente disseminados no solo, poeira e
vegetacao.

As caracteristicas fisiologicas apresentadas por B. subtilis respondem como estas
bactérias conseguem sobrevier em um ambiente de constante mudancas. A industria tem
aproveitado da capacidade destes microrganismos, através da produgdo de enzimas para
degradar diversa variedade de substratos, proteinas para fins medicinais € emprego como
probiotico/DFM (Souza et al., 2017; Su et al., 2020).

A capacidade de biossintese de compostos ¢ de tamanho potencial que tem se atribuido
a cepas de B. subtilis a capacidade de serem uma “fabrica de células microbianas” (Dijl e
Hecker, 2013). A utilizagdo de compostos produzidos vai desde industria farmacéutica,
alimenticia, agricola e de combustiveis (Harirchi et al., 2022). Dentre os principais produtos
provenientes de B. subtilis podemos destacar enzimas (Dijl e Hecker, 2013), proteinas
heterdlogas (Cui et al., 2018), aminodcidos (Su et al., 2020), antibidticos (Cherukuri et al.,
2020) e vitaminas (Acevedo-Rocha et al., 2019).
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Evidente que a produgdo em larga escala de compostos especificos requer alguma
técnica de manipulagdo génica (Liu et al., 2017), que direciona a maquinaria de sintese
bacteriana para determinada rota metabolica (Su et al., 2020). No entanto, essa capacidade de
producao em larga escala s6 ¢ possivel gragas ao maquinario de sintese que essas bactérias
possuem. Isso nos indica que em meios com nutrientes o suficientes varios compostos podem
vir a ser produzidos, ndo apenas um composto alvo, como no processo industrial (Voigt et al.,
2006).

Além de enzimas, B. subtilis também apresenta grande capacidade de produzir
vitaminas como B1, B2, B5 e B7 (Acevedo-Rocha et al., 2019). Em condi¢des controladas, o
rendimento de riboflavina (vitamina B2) pode atingir até 826,52 mg/L (Su et al., 2020). No
entanto, cabe ressaltar que para resultados como estes sdo empregadas estratégias de engenharia
metabolica (Liu et al., 2020). Essas estratégias geralmente sdo baseadas na otimizacdo do
metabolismo central do carbono, super expressdo da sintese da vitamina e bloqueio da sintese
de subprodutos (Liu et al., 2020; Su et al., 2020).

B. subtilis tem a capacidade de secretar uma variedade de peptideos antimicrobianos de
baixo peso molecular e bacteriocinas, como surfactina (Su et al, 2020), bacilisina
(Afsharmanesh et al., 2018) e subtilina (Corvey et al., 2003), que apresentam grande valor para
utilizacdo tanto nas industrias farmacéuticas, biomédicas, de alimentos e agropecudria (Smock
et al., 2020; Su et al., 2020; Smith et al., 2021).

Su et al. (2020) descrevem a capacidade de B. subtilis produzir um estereoisomero de
inositol (potencial agente terapéutico para a doenca de Alzheimer), acido hialuronico
(glicosaminoglicano), N-acetilglucosamina (amina acetilada derivada da glicose), acido poli-y-
glutamico e heparosan através de técnicas de manipulagdo metabolica.
2.3.2.2. Bacillus licheniformis

Assim como descrito para B. subtilis, Logan e Vos (2015) listam como caracteristicas
individuais da espécie B. licheniformis:

Caracteristicas gerais: Gram positivo, células em forma de bastonetes, moveis,
anaerobios facultativos. Células apresenta tamanho entre 0,6-0,8 por 1,5-3,0 um, ocorrendo
isoladamente, em pares e até em cadeias.

Temperatura de crescimento: minima de 15 °C e maxima de 50-68 °C.

pH de crescimento: 5,7-6,8 (limites nao foram registrados).

Requisitos nutricionais: Caseina, esculina, gelatina e amido sdo hidrolisados (algumas
cepas hidrolisam ureia), fenilalanina ndo ¢ desaminada. Pectina e os polissacarideos dos tecidos

vegetais sdo decompostos. Dextran e levan sdo formados extracelularmente a partir da sacarose.
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Citrato e propionato sdo utilizados como Unicas fontes de carbono pela maioria das cepas. O
nitrato é reduzido a nitrito. Acido sem gés é produzido a partir da glicose e de uma ampla gama
de outros carboidratos. Cresce na presenga de até 7% de NaCl.

Endésporos: apresentam formato elipsoidais a cilindricos que se situam centralmente,
paracentralmente e subterminalmente em esporangios ndo dilatados. Estes enddsporos
apresentam alta capacidade de adesdo e estdo vastamente disseminados no solo, poeira e
vegetacao.

E importante destacarmos que as condi¢des de meio podem vir a impactar na resposta
de B. licheniformis. (Voigt et al., 2006) ao avaliarem o proteoma de B. licheniformis observaram
mudangas na secre¢do de proteinas em fungdo da privagdo de nutrientes em meios de cultura.
O maior nivel de secre¢dao de proteina foi alcangado na fase estaciondria de crescimento em
meio complexo, quando as células secretaram um alto nimero de enzimas degradativas para
tornar acessiveis fontes de nutrientes. O crescimento em meio definido sob diferentes condi¢des
de privagdo de nutrientes levou a secre¢do de proteinas especificas, presumivelmente
envolvidas na neutralizacdo da privagcdo. Um exemplo claro, foi que quando fosfato foi limitado
no meio houve indugdo para a formacao de fitase. Fato interessante, visto que o fitato ¢ a
principal forma de armazenamento de fosforo nas plantas (Logan e Vos, 2015).

Como ja dito B. licheniformis e B. subtilis sdo espécies proximas (Veith et al., 2004),
este fato reflete nas semelhangas das enzimas produzidas (Quadro 1). Entretanto, as diferengas
em seus genomas promovem alteragdes em alguns metabolitos (Voigt et al., 2006; Voigt et al.,
2008). A exemplo disso, B. licheniformis apresenta maior potencial produtivo de metabolitos
(He et al., 2023), e sua a-amilase ¢ mais termoestaveis do que aquelas obtidas de outros
microrganismos, incluindo outras espécies de Bacillus spp. (Muras et al., 2021). Outra diferenga
apresentada ¢ a capacidade de B. licheniformis em produzir ureases (He et al., 2023), capacidade

esta, ausente em B. subtilis (Logan e Vos, 2015).
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Quadro 1. Principais enzimas produzidas por B. subtillis e B. licheniformis

Espécie produtora

Classe enzimatica

Aplicagao industrial

Metaloprotease
extracelular

Industria de couro

Serina protease

Agente antifingico
Industrias de detergentes

Processos que envolvam

23

o - Amilase )
B. subtilis e B. quebra do amido
licheniformis Biologia Molecular e
- lactamase (penicilinase . e
B (P ) Industria de Antibidticos
Industria de
Celulase ) ..
biocombustiveis
Ciclodextrina Industria farmacéuticas,
glucanotransferase cosméticas e alimenticias
Processos que envolvam
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Fonte: Adaptado de Harirchi et al. (2022).

2.4. Melhorias na eficiéncia da cadeia da carne através da utilizaciao de B. subtilis e B.
licheniformis como DFM

Em recente revisao Cappellozza et al. (2025) relataram os possiveis efeitos de bactérias
do género Bacillus em bovinos, atribuindo seus beneficios principalmente a agdo no rimen e
intestino. No ramen, ha uma possivel melhora da digestibilidade da FDN e do amido (Pan et
al.,2022; Capellozza et al., 2023b; Limede et al., 2025). Ja no intestino, Bacillus spp. colaboram
principalmente com a manuten¢do e melhora da saide do animal. Isso pode ser atribuido a
capacidade de estimular a liberacdo de mucinas (Santano et al., 2020), imunoglobulinas e
citocinas por células do sistema imunologico (Sun et al., 2010; Oyebade et al., 2023), sintese e
liberagdo de compostos antimicrobianos e antioxidantes (Luise et al., 2022), competir por
superficie de adesdo do epitélio com microrganismos patogénicos (Mingmongkolchai e
Panbangred, 2018) e manter a integridade do epitélio na presenca de desafios (Boll et al., 2024).

Essa junc¢do de beneficios resulta geralmente em melhoria da eficiéncia alimentar (Dias

et al., 2022; Guimaraes et al., 2024; Miller et al., 2024). Porém, as respostas podem ser
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inconsistentes (Cappellozza et al., 2025). Essa variagdo decorre da incomparabilidade direta
entre os estudos, devido as diferencas entre as espécies e cepas, tipos de dieta, concentragdes
de nutrientes e o nivel de ingestao dos animais (Lopez et al., 2024). No entanto, a suplementagao
das atuais misturas bacterianas de DFM para bovinos nao parece causar efeitos negativos, €
melhorias no desempenho sdo relatadas com frequéncia (Krehbiel et al., 2003; McAllister et
al., 2011; El Jeni et al., 2024; Lopez et al., 2024; Cappellozza et al., 2025). Isso faz com que
sua utilizagdo seja encorajada em diferentes fases na cadeia do gado de corte.

A ocorréncia de eventos prejudiciais a saude, como diarreia e pneumonia na fase de cria,
pode comprometer a produtividade (Heinrichs e Heinrichs, 2011; Buczinski et al., 2021) ¢ a
eficiéncia de deposicao de carcaga em sistemas de corte (Richeson et al., 2012). Diante disso,
estratégias que minimizem problemas sanitarios e melhorem o desempenho sdo indispensaveis
para manuten¢ao rentavel dos sistemas produtivos nessa fase. Nesse sentido, Bacillus spp.
podem auxiliar na protecdo do epitélio intestinal e minimizar potenciais prejuizos decorrentes
de bactérias enteropatogénicas.

Magalhaes et al. (2024) compararam grupos de bezerras (Holandés X Gir) no pré-
desmame recebendo dois tipos de DFM, (i) B. licheniformis 809 e B. subtilis 810 (BAC; 3,2 x
10° UFC/cabega) e (ii) BAC junto com Enterococcus faecium 669 (13,2 x 10° UFC/cabega)
contra um grupo controle. Foi observado que, independentemente do tratamento, o
fornecimento do DFM tendeu a reduzir a ocorréncia de diarreia de 50% para 30% e reduziu as
ocorréncias de pneumonia de 47% para 27% dos animais. Os autores relataram que as razdes
pela qual o DFM reduziu a ocorréncia de pneumonia ainda sdo desconhecidas, porém,
especularam que a microbiota intestinal desempenha papel importante na ocorréncia e
gravidade de infec¢des pulmonares. Com relacao a reducao da ocorréncia de diarreia, além da
acdo local contra adesdo ao epitélio por microrganismos enteropatogénicos (Mingmongkolchai
e Panbangred, 2018), Bacillus spp. auxiliam na ac¢do do sistema imune intestinal. Essa agao foi
corroborada por Wang et al. (2022) que observaram aumento na concentragao plasmatica de
imunoglobulinas e reducdo no numero de intervengdes medicamentosas em bezerros
holandeses recebendo B. subtilis.

Os efeitos positivos da utilizagdo de DFM baseado em Bacillus spp. sdo perceptiveis até
mesmo apos o periodo mais critico da vida de bezerros. Copani et al. (2025) avaliaram os efeitos
do fornecimento de B. licheniformis 809 e B. subtilis 810 (DFM, 3,2 x 10° UFC/cabega) para
bezerros da raga holandesa apds os 14 dias de vida, periodo considerado pelos autores menos
critico em relagdo a ocorréncia de diarreia e pneumonia, em dois experimentos. A ocorréncia

dessas enfermidades nao diferiu entre os grupos recebendo DFM ou controle. No entanto, nos
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dois experimentos realizados animais recebendo DFM apresentaram peso final superior (7.1%
no primeiro estudo e 8.6% no segundo).

Com a melhora do estado de satide naturalmente os bezerros tendem a apresentar
melhores taxa de crescimento. Isso pode estar atrelado a de melhora dos atributos funcionais
do trato gastrointestinal (Steele et al., 2016). Sun et al. (2011) estudaram o efeito de B. subtilis
sobre o desenvolvimento do epitélio ruminal de bezerros holandeses. Foi observado aumento
de 22% e 15% no numero de papilas por cm? em animais recebendo 1 x 10'° UFC de B. subtilis
no desmame e 44 dias apds, respectivamente, quando comparado a animais do controle. Esses
achados podem ajudar a explicar resultados com os de Du et al. (2018), que observaram um
incremento de 46% no ganho de peso de bezerros taurinos com retardo de crescimento durante
um periodo de 30 dias com a suplementagao de B. subtilis.

A suplementacao com Bacillus spp. pode apresentar amplos efeitos em sistemas de
produgdo. Além da agdo direta na satude e no desenvolvimento de bezerros, beneficios indiretos
podem ser alcancados quando matrizes sdo suplementadas com esse tipo de DFM. Neste
sentido, efeitos de transferéncia materna podem influenciar significativamente o desempenho
pos-desmame da prole. No estudo de Izquierdo et al. (2024), a suplementagdo de novilhas
Brangus com DFM contendo B. licheniformis e B. subtilis (6,6 x 10° UFC/cabega/dia), durante
o periodo de 139 dias antes do parto até 104 dias apos o parto, resultou em bezerros com peso
6% superior ao grupo controle apos 77 dias de recria.

Atualmente ndo sdo encontrados trabalhos que avaliem os beneficios do fornecimento
de B. subtilis e B. licheniformis desde o nascimento ao abate. No entanto, animais que
apresentam maiores taxas de ganho quando bezerros, t€ém melhor desempenho ao final da
terminacao (Abitante et al., 2024). Diante disso, no cenario atual em que bovinos sdo abatidos
cada vez mais cedo, Bacillus spp. podem colaborar com ganhos substanciais na fase de vida
inicial, além de melhorar as condi¢des do trato gastrointestinal, de forma que os animais possam
chegar em melhores condigdes na terminagao.

Os avancos na producdo de bovinos de corte tém sido impulsionados, em parte, pela
adocao de dietas de alta densidade energética na fase de terminagdo (Silva et al., 2024). Bovinos
confinados geralmente consomem dietas ricas em concentrado por logos periodos de tempo,
assim, a manutencao da saude gastrointestinal torna-se critica para maximizar a eficiéncia de
utilizacao de nutrientes (Dias et al., 2022; Cappellozza et al., 2025). Nessa perspectiva, Bacillus
spp. parecem colaborar com estes aspectos auxiliando na eficiéncia alimentar de animais

confinados recebendo dietas com alta energia.



449
450
451
452
453
454
455
456
457
458
459
460
461
462
463
464
465
466
467
468
469
470
471
472
473
474
475
476
477
478
479
480
481
482

26

Os problemas de saude em bovinos durante a fase de terminagao representam desafios
produtivos significativos, porém intervengdes nutricionais podem mitigar esses efeitos,
reduzindo as taxas de descarte (Galyean et al., 2022). Neste sentido, Guimaraes et al. (2024)
forneceram para novilhos em terminagdo um DFM composto de Lactobacillus animalis,
Propionibacterium freudenreichii, B. licheniformis e B. subtilis (50 mg/animal dia). Como
resultados, a suplementagdo com DFM aumentou em 5% a eficiéncia alimentar, reduziu a taxa
de remocao advinda de doencas e 6bito (de 1,61 % para 0,11%) e diminuiu a prevaléncia de
abscessos hepaticos pds-abate em 30%. Esses autores especularam que a redu¢ao no percentual
de abscessos hepaticos pudesse estar relacionada a um pH ruminal mais estdvel dos animais
que consumiram o DFM. Este mecanismo encontra suporte nos achados de Silva et al. (2024),
que, utilizando uma formulagdo microbiana similar, registraram reducdo de 300 min/dia no
tempo de permanéncia do pH ruminal abaixo de 5,6 que € o limiar critico para desenvolvimento
de acidose subaguda.

Lopez et al. (2024) também avaliaram os efeitos da suplementagdo com uma
combinagdo de bactérias composta por L. animalis, P. freudenreichii, B. licheniformis e B.
subtilis (50 mg/animal dia do DFM) sobre o desempenho, digestibilidade e caracteristicas de
carcaga de novilhos mesticos Angus. Os animais receberam dietas a base de milho floculado a
vapor durante 153 dias, sendo alocados em trés tratamentos: (1) controle (sem DFM); (2)
tratamento-A, contendo os quatro microrganismos em propor¢ao 1:1:1:3, totalizando 6 % 10°
UFC/cabeca/dia; e (3) tratamento-B, com a mesma combinagdo, mas na propor¢do 1:1:3:1. Os
autores observaram que bovinos suplementados com o tratamento-A apresentaram melhora
significativa no GMD (+6,7%) e na eficiéncia alimentar (+6%), além de tendéncia de aumento
no peso final (+15 kg) e no peso de carcaca quente (+10 kg) em comparagdo ao grupo controle.
A digestibilidade aparente da matéria seca, da fibra em detergente neutro e da hemicelulose
também apresentou tendéncia de aumento nos animais do grupo tratamento-A. Em
contrapartida, o tratamento-B nao promoveu diferengas significativas em relacao ao controle.
Ja no estudo de Miller et al. (2024), com os mesmos microrganismos utilizados (dose de 50
mg/animal dia, ndo informado a UFC) o DFM aumentou o ganho de peso didrio apenas nos
primeiros 55 dias (+6%), aumentou o consumo de matéria seca geral (+3%) e o rendimento de
carcaca (+1,3%), sem influéncia na eficiéncia alimentar.

Ainda com relacdo a melhora de desempenho com o emprego de DFM contendo
Bacillus spp. Dias et al. (2022) investigaram diferentes combinagdes de DFM na fermentacao
ruminal, desempenho e caracteristicas de carcaga de bovinos Nelore alimentados com dieta de

alto concentrado em dois experimentos, um de metabolismo e outro de desempenho. Os
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tratamentos consistiram em uma dieta controle sem probioticos, uma dieta suplementada com
1 g/animal contendo Enterococcus faecium e Saccharomyces cerevisiae (3,5 x 10° UFC/g) e
outra com 2 g/animal contendo B. licheniformis e B. subtilis (3,2 x 10° UFC/g). Os resultados
indicaram que a suplementagdo com DFM, independentemente do tipo, reduziu a relagdo
acetato:propionato (-17%) e a concentragdo de amodnia ruminal (-6%), além de tender a
melhorar o ganho de peso diério ¢ a eficiéncia alimentar.

Em resumo, os estudos demonstram que os DFMs contendo Bacillus spp. melhoram o
desempenho de bovinos em terminagao. Essa melhora pode ser atribuida a estabilizagao do pH
ruminal (Silva et al., 2024), aumento da digestibilidade (Lopez et al., 2024) e modulacao da
fermentagdo ruminal (Dias et al., 2022). Adicionalmente, reduzem problemas sanitarios, como
abscessos hepaticos e taxas de descarte (Guimaraes et al., 2024), refor¢cando seu papel na satide

gastrointestinal e eficiéncia produtiva de bovinos sob dietas de alto concentrado.
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CAPITULO I
O capitulo a seguir segue as normas de submissdo do periddico cientifico Journal of
Animal Science, com excec¢do da localizacao das tabelas e figuras, que foram inseridas junto ao

texto para facilitar a visualizagao.

Effects of a Bacillus-based direct-fed microbial on performance, blood parameters, fecal
characteristics, rumen morphometrics, and intestinal gene expression in finishing beef

bullst

Matheus Wilson Silva Cordeiro*, Thiago Fernandes Bernardes*!

* Federal University of Lavras, Lavras, MG 37, Brazil.
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Lay Summary.

One of the main alternatives of additives to modulate the microbial population in the
gastrointestinal tract (GIT), especially in the intestine, is the use of direct-fed microbials (DFM).
This class of additives comprises all the feed products that contain a live or naturally occurring
source of microorganism. The inclusion of DFM in diets of ruminants in the finishing phase
may improve gain:feed by modifying the composition of the microbial community in the GIT
to bring about a better symbiotic relationship with the host. These effects may be achieved with
the use of Bacillus spp. bacteria, such as Bacillus licheniformis and Bacillus subtilis. Mixtures
of these bacteria are able to foster positive effects in the finishing phase of beef cattle fed high-
energy diets, which reinforces the need for studies that examine the effects and mechanisms of
these species. In this study, feedlot Nellore x Angus bulls that received a DFM composed of B.
licheniformis and B. subtilis had decreased dry matter intake, no infuence on average daily gain,

improved gain:feed, and an increase in expression of genes important for duodenal function.

Teaser Text

Direct-fed microbials based on Bacillus licheniformis and Bacillus subtilis fed to Nelore x
Angus bulls during the finishing phase reduced dry matter intake, maintained average daily
gain, and improved feed efficiency through their action in reducing fecal starch and increasing

beneficial gene expression in the duodenum.
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ABSTRACT. We evaluated the effects of supplementing direct-fed microbials (DFM),
containing Bacillus licheniformis and Bacillus subtilis, on performance, rumen morphometrics,
intestinal gene expression, and blood and fecal parameters in finishing bulls. Nellore X Angus
bulls (n = 144; initial BW =401 + 45.5 kg) were distributed at random in 36 pens (4 bulls/pen
and 18 pens/treatment), following a completely randomized design. A ground corn-based
finishing diet was offered for ad libitum intake twice a day for 84 d, containing the following
treatments: 1) control (without DFM); 2) DFM (B. licheniformis and B. subtilis) at 6.4 x 10°
CFU (2 g) per animal. The data were analyzed using the MIXED procedure of SAS, with a pen
representing an experimental unit, the fixed effect of the treatment, and the random effect of
pen nested within the treatment. For fecal parameters (two collections made), the collection
effect and its interaction with the treatment were included in the model. Bulls that received the
DFM had a decreased dry matter intake (P <0.01), did not differ in average daily gain (2.05 kg;
P =0.39), and had a 6% improvement in gain:feed (P = 0.05). The other performance variables,
final BW, hot carcass weight, and hot carcass yield, did not differ (P > 0.10). Plasma urea-N
concentration decreased by 6.2% (P = 0.02) in the bulls that received DFM. Glucose,
haptoglobin, and lipopolysaccharides were not different between treatments (P > 0.10).
Ruminal morphometrics were not affected by the treatment (P > 0.10). The use of DFM tended
to reduce fecal starch (P = 0.10). At slaughter, bulls fed DFM had an increased duodenal gene
expression of tryptophan hydroxylase-1 (P = 0.02) and of superoxide dismutase-1 (P = 0.03).
Overall, supplementation with DFM based on B. licheniformis and B. subtilis to Nellore X
Angus bulls in the finishing phase decreased dry matter intake, did not influence ADG,
improved gain:feed, and increased the expression of genes important for duodenal function.

Keywords: B. licheniformis, B. subtilis, gain:feed, gene expression, intestinal health
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LIST OF ABBREVIATIONS

ADG = average daily gain;

AS = ash;

CON = control;

CP = crude protein;

DFM = direct-fed microbials;

DM = dry matter;

DMI = dry matter intake;

EE = ether extract;

FE = feed efficiency;

HCW = hot carcass weight;

HCY = hot carcass yield;

LPS = lipopolysaccharide;

NDF = neutral detergent fiber;

NFC = non-fiber carbohydrates;

peNDF = physically effective neutral detergent fiber;

ST = starch.
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INTRODUCTION

Finishing cattle on high-energy diets allows for earlier slaughter and improved carcass
quality (McGregor et al., 2012; Drouillard, 2018). However, finishing cattle can develop
metabolic disorders when fed high-energy diets (Nagaraja and Titgemeyer, 2007; Cooke, 2017),
such as ruminal acidosis. To mitigate these problems, feed additives can be used to improve the
performance and health of feedlot cattle (Nagaraja and Taylor, 1987; Marques and Cooke,
2021).

Direct-fed microbials (DFM) have been adopted as alternatives to traditional antibiotic
additives (El Jeni et al., 2024). Among eubiotic approaches, bacteria of the Bacillus genus show
promise for application in livestock systems, as they are supplied in the form of spores, ensuring
their survival and stability during storage and feeding processes (Bernardeau et al., 2017,
Cappellozza et al., 2023a). In addition, Bacillus spp. demonstrate an ability to grow both in the
rumen and in the intestine, which may positively impact the health and function of the entire
gastrointestinal tract (Green et al., 1999; Fuerniss et al., 2022). Bacillus spp. are characterized
as producers of a wide range of enzymes (Qiao et al., 2010; van Dijl and Hecker, 2013), and
can increase fiber and starch degradation in vitro (Pan et al., 2022; Cappellozza et al., 2023b).
Supplementation with bacterial endospores of the Bacillus genus resulted in increased
production of milk, protein, and solids, and improved milk/dry matter intake (DMI) in dairy
cows (Sun et al., 2013; Souza et al., 2017). Moreover, for beef cattle, previous studies indicate
improved G:F (Calaca et al., 2022; Dias et al., 2022; Lopez et al., 2024).

In non-ruminants, bacteria of the Bacillus genus are widely used to improve intestinal
health (Luise et al., 2022). This may be possible in ruminants since the spores may be resistant
in passing through the abomasum and able to function in the intestine (Leser et al., 2008; Luise
et al., 2022). For beef cattle consuming high-energy diets, this may be a beneficial situation
since a large amount of starch can reach the large intestine of cattle which can have negative

consequences, such as acidosis and mucosal lesions (Penner et al., 2014; Steele et al., 2016;



1003

1004

1005

1006

1007

1008

1009

1010

1011

1012

1013
1014

1015

1016

1017

1018

1019

1020

1021

1022

1023

1024

1025

1026

1027

1028

42

Aschenbach et al., 2019; Trotta et al., 2021). However, up to now, the intestinal impacts of
Bacillus-based DFM feeding remain unclear in cattle fed finishing diets.

Given these considerations, the hypothesis of this study was that beef cattle fed an
additive containing B. licheniformis and B. subtilis would influence the expression of genes in
the cecum (heat shock protein family) and in the duodenum (OCLN, CAT, SOD1, TPH1, TJP1,
and CLDN4), and improve growth performance. The aim of the study was to evaluate the effect
of a commercial DFM product containing B. licheniformis and B. subtilis on performance,
rumen morphometrics, intestinal gene expression, and blood and fecal parameters in finishing

beef bulls.

MATERIALS AND METHODS

This experiment was conducted at a commercial farm in the county/municipality of
Extrema, Minas Gerais, Brazil (22°47°52”S, 46°18°02”’W, and altitude of 890 m) from May to
August 2022. The mean temperature in each respective month over the experimental period was
15.9,15.4,17.5, and 16.1 °C, while the total rainfall was 49.2, 16.2, 10.8, and 39 mm. All bulls
used in this study were cared for according to acceptable practices and experimental protocols
that were reviewed and approved by the Ethics Committee on Animal Use of the University of
Lavras (031/22).

Animals, housing, treatments, and diets

One hundred forty-four Nellore X Angus (Bos taurus indicus x Bos taurus taurus) bulls,
with adjusted initial BW of 401 £+ 45.5 kg (BW x 0.96; assuming 4% fill) were used. After
arriving, all bulls were individually identified with ear tags and vaccinated against clostridial
diseases (RESGUARD MULTI; Vaxxinova Brasil, Vargem Grande Paulista, Brazil; 5
mL/animal), rabies (RAI-VET; Vaxxinova Brasil, Vargem Grande Paulista, Brazil;, 2
mL/animal), and respiratory diseases (CATTLEMASTER GOLD; Zoetis Brasil, Sdo Paulo,

Brazil; 5 mL/animal), and dewormed against endo- and ectoparasites (AGEBENDAZOL,;
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Agener Unido Saude Animal, Embu-Guacu, Brazil; 1 mL/44 kg weight; TRUCID; Elanco
Animal Health, Greenfield, United States; 1 mL/50 kg weight). To acclimate bulls to the
facilities, all bulls were fed a common diet based on corn silage, dry-ground corn, soybean
meal, and mineral mix (without any additive) for 5 d prior to experiment initiation (from day
—5 to day —1). The pens (4 x 14 m; n = 36) were divided by wooden posts and wire, equipped
with individual waterers and feed troughs (4 m). Pen was assigned to one of two treatments:
finishing a diet without any additive (CON), or the same diet containing 2 g of DFM/animal
per day (DFM). The DFM was composed of B. licheniformis 809 and B. subtilis 810 (3.2 x 10°
CFU/g; BOVACILLUS; Novonesis, Horsholm, Denmark). A batch of a vitamin and mineral
supplement with and without the DFM was received every 30 d. The CON supplement
contained clay which is an inert substance to replace the direct-fed microbial in the DFM
supplement. To administer the product, the supplement with DFM was first mixed with the
concentrate and, before feeding, with the other ingredients of the diet. The complete
composition and the nutritional profile of the diets are shown in Table 1. Treatment diets were
fed for 84 d. The adaptation period was 15 d and consisted of three diets with progressive
increases in concentrate (5 d each), varying from a roughage:concentrate proportion (dry basis)
0f50:50 to 41:59 and finally 32:68. The final diet had a proportion of 23:77 and was formulated
using the NASEM (2016) recommendations to provide an average daily gain (ADG) of 1.9
kg/d. Throughout the experimental period, the diets were provided twice a day (at 0800 and
1500 hours) in equal proportions, as a total feed mixture. The diet was weighed daily with an
electronic balance and offered to ensure ad libitum intake, allowing 3% to 5% of orts. To
minimize the risk of cross-contamination, each treatment was managed by a different group of
people that did not participate in the management of the other. In addition, all equipment used,
such as pails, bags, and shovels, were marked with specific colors and designated exclusively

for only one of the treatments.
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Table 1. Ingredients, chemical composition, and particle size distribution of the diets used

Diet
ftem Step 1 Step 2 Step 3 Final diet
Ingredients, % DM (Oto5d) (6to10d) (11to15d) (16to 84d)
Corn silage 50.0 41.0 32.0 23.0
Ground corn 38.0 47.0 56.0 65.0
Soybean meal 8.00 8.00 8.00 8.00
Urea 1.00 1.00 1.00 1.00
Mineral/vitamin supplement! 3.00 3.00 3.00 3.00
Chemical composition
Dry matter 48.3 55.0 60.1 62.9
Ash 4.74 4.80 4.71 5.31
Crude protein 13.1 13.1 13.1 13.4
Neutral detergent insoluble fber 34.5 27.1 254 22.9
apNDF? 323 26.4 24.7 22.2
peNDF? 17.2 13.6 12.2 10.8
Ether extract 3.04 3.60 3.40 3.67
Starch 37.6 43.5 49.7 50.4
Non-fber carbohydrates 44.6 514 534 54.7
Non-starch non-fber carbohydrates 6.96 7.92 3.69 4.33
Particle size distribution of diet % of the total
>8 mm 31.5 26.0 21.9 18.1
<8>4 mm 28.0 25.6 20.2 17.9
<4 mm 40.5 48.4 57.9 63.9
Particle size distribution of ground corn % of the total
>3.35 mm 0.00
<3.35e¢>2.36 mm 4.00
<2.36 € >1.7 mm 16.0
<1.7e>1.18 mm 20.0
<1.18 ¢ > 0.6 mm 30.0
<0.6 mm 30.0
Mean particle size of corn *, mm 1.03

!Composition: calcium 190 g/kg, phosphorus 30 g/kg, sulfur 30 g/kg, magnesium 30 g/kg,
sodium 75 g/kg, butylated hydroxytoluene (BHT) 1,000 mg/kg, cobalt 30 mg/kg, copper 750
mg/kg, fluorine 300 mg/kg, iodine 40 mg/kg, manganese 1,500 mg/kg, selenium 12 mg/kg, zinc
3,000 mg/kg, vitamin A 1,50,000 1U/kg, vitamin D3 15,000 [U/kg, vitamin E 500 IU/kg.
“Fiber insoluble in neutral detergent corrected for ash and protein.

3Percent peNDF was estimated by multiplying the percentage of sample larger than 8 mm in
particle size (top 2 sieves) by the percent NDF of those particle sizes.

“Based on Yu et al. (1998).



1063

1064

1065

1066

1067

1068

1069

1070

1071

1072

1073

1074

1075

1076

1077

1078

1079

1080

1081

1082

1083

1084

1085

1086

1087

45

Chemical analyses

Diet formulation and composition were based on weekly dry matter (DM) analyses,
actual nutrient values, and corresponding feed batching records. Weekly ingredient samples
were stored in a freezer at —20 °C until nutrient analyses were completed. After weekly DM
determination, weekly samples from each ingredient were composited by month and analyzed.
All samples were dried in a forced-air circulation oven at 55 °C for 72 h and then ground in a
Wiley mill (Wiley TE-680, Philadelphia, United States). After milling, the absolute DM
concentration was obtained by drying in a laboratory oven at 105 °C (method 934.01; AOAC,
1990), crude protein (CP) was obtained by the Kjeldahl method calculated as total N x 6.25
(method 984.13), and mineral matter (MM) concentration was determined by complete
combustion in a muftle furnace at 600 °C for 5 h (method 942.05). The ether extract (EE) was
quantified using the Soxhlet method (method 963.15) according to the AOAC (1990). Neutral
detergent fiber (NDF) was analyzed with thermostable amylase, free of sodium sulfite, and
corrected for ash and protein (Mertens, 2002; method F-012/1, Detmann et al., 2021). The starch
(ST) plus free glucose was determined using the enzymes a-amylase and amyloglucosidase and
obtained by colorimetry for glucose, as described in Fernandes et al. (2022), adapted from Hall
et al. (2015). The data from dietary nutrient analyses were used to calculate the concentrations
of NFC (100-CP-NDF-EE-MM) and NFC without starch (NFCWS; 100-CP-NDF-EE-MM-
ST). Particle size distribution of the corn silage was evaluated with a Penn State particle
separator, containing screens of 19, 8, and 4 mm and the bottom pan (Heinrichs and Jones,
2013). Percent physically effective fiber (peNDF) was estimated by multiplying the percentage
of sample larger than 8 mm (top 2 sieves) by the percent NDF (as a decimal) of those particle
sizes. Weekly samples of the ground corn used in preparing the diets were characterized for
particle size distribution by using an orbital sieve shaker with intermittent tapping motion—

rotap (MA 750, Marconi, Piracicaba, Brazil), and the sieves had mesh openings of 6.70, 4.75,
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3.35, 2.36, 1.70, 1.18, 0.60 mm, and the bottom pan. Approximately 100 g of dry sample was
shaken for 10 min. Three rubber sieve balls were used to assist in detaching the finer particles
in the sieves of 1.70, 1.18, and 0.60 mm, as described in Kalivoda et al. (2017), whereas the
mean particle size was obtained according to Yu et al. (1998).

Performance, intake, and efficiency measurements

The individual live weight of the bulls was collected on days 0 and 84 of the study and
was used to calculate adjusted weight gain (BW X 0.96; final weight minus initial weight) and
ADG (adjusted weight gain/84 d) during the experiment. Samples of the diet offered, and orts
were collected daily, weighed, and dried. Thus, DMI was calculated as the total kilogram of
DM delivered to each pen after subtracting the weight of dry orts. At the end of the experiment,
the ADG and the DMI were used to calculate G:F.

Fecal parameters

Feces were collected twice in periods of three consecutive days (from the 33rd to the
35th day and from the 63rd to the 65th day of the experimental period). Fecal samples from
each animal (50 g/animal) were collected from the floor of each pen immediately after
defecation. To ensure representativeness, the collections were carried out at different times
throughout the day: from 1700 to 1800 hours on the first day, 1200 to 1300 hours. On the second
day, and 0600 to 0700 hours on the third day. At the end of each daily collection and at the end
of the 3 d of each collection, a composite sample was formed per pen (200 g/animal) and stored
in plastic bags at —20 °C.

To determine fecal pH, 15 g of feces were added to test tubes containing 10 mL of
distilled water and homogenized using a vortex mixer (VORTEX MIXER, Kasvi, Sao José dos
Pinhais, Brazil). The pH was determined using a multiparameter pH meter (Medidor edge
HI2020-02, Hanna Instruments, Tamboré Barueri, Brazil). Fecal samples were dried, ground,

and analyzed regarding nitrogen and starch concentration, as already described.
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Blood parameters

Blood samples (10 mL) from two bulls per pen (n = 72) were collected on the last day
of the experimental period after the morning feeding (approximately at 0900 hours). Samples
were taken from the jugular vein using vacutainer tubes with sodium fluoride (for glucose) or
heparin (for urea, haptoglobin, and lipopolysaccharides) to prevent blood clotting. After
collection, the samples were placed on ice and centrifuged at 2,700 x g for 20 min, and the
plasma was harvested and frozen until analysis.

Glucose concentrations were quantified using a colorimetric kit (K082; GLICOSE
MONOREAGENTE, Bioclin, Belo Horizonte, Brazil). Urea was determined with a commercial
colorimetric kit (UREA UYV; Bioclin, Belo Horizonte, Brazil), whereas haptoglobin was
determined with the Cat:ELK7354 kit (KIT ELISA HAPTOGLOBIN CATTLE, ELK
Biotechnology, Denver, USA). Lastly, lipopolysaccharides were quantified using the EU3126
kit (LPS ELISA KIT, Fine Test, Wuhan, China), according to manufacturer’s recommendations.
Results were obtained using a Multiskan GO spectrophotometer (Thermo Scientific; Waltham,
USA).

Slaughter and sample collection

At the end of the experimental period, bulls were slaughtered in a commercial
slaughterhouse (Frigorifico Angelelli Ltda., Piracicaba, SP, Brazil). The carcasses were
weighed to determine hot carcass weight (HCW). Carcass yield was determined considering
the ratio of HCW to adjusted final weight. Samples of the ventral sac of the rumen (atrium
ruminis), duodenum, and cecum (same bulls selected for blood collection; n = 72) were
collected. Rumen tissue samples were fixed on polyethylene slides and stored in universal
sample containers containing buffered formalin. The duodenum and cecum samples were
placed in 5-mL cryogenic tubes (E-lab, Monte Alto, Brazil) and then in liquid nitrogen for

transport, and subsequently stored at —80 °C until the beginning of gene expression analyses.
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Liver abscess score was evaluated according to its occurrence and seriousness, as described by
Brink et al. (1990): 0 (without abscess), 1 (1 or 2 abscesses < 2.5 cm or abscess scars), 2 (3 to
4 abscesses < 2.5 cm), and 3 (1 abscess > 2.5 cm or several small abscesses).
Rumen morphometrics

Samples collected during slaughter were fixed in buffered formalin for at least 48 h
before further processing. Tissues were gradually dehydrated with ethanol and clarified with
xylene. Samples were placed in paraffin and then cut into 5-um-thick sections and mounted on
a glass microscope slide. At least five histological sections were obtained from each sample.
Hematoxylin and eosin were used to stain the slides. Histological images of each section were
obtained using an optical microscope (BX43, Olympus LS, Tokyo, Japan) in a 20X lens linked
to a camera to capture images with 300 DPI resolution. Height, width, and thickness of the
keratinized layer and the papillary area were determined using the ImageJ software (version
1.52A; National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).
Gene expression

According to the manufacturer’s recommendations, the total ribonucleic acid (RNA) of
the duodenum and cecum samples was extracted by the SV Total RNA Isolation System
(Promega, Madison, WI, USA). Subsequently, 1.0% (w/v) agarose gel electrophoresis was
performed on the RNA of all the tissues, and they were stained with GelRed Nucleic Acid Gel
Stain (Biotium, Hayward, CA, USA). Gel was visualized in an E-Gel Imager Camera Hood
(Life Technologies, Neve Yamin, Israel). Samples were quantified (260/280 nm and 260/230
nm) using a nano-spectrophotometer (DeNovix DS-11, Wilmington, DE, USA).
Complementary DNA (cDNA) was synthesized using the GoScript Reverse Transcription
System (Promega, Madison, WI, USA).

All the primers used for the target genes and reference genes are described in Table 2.

Actin beta (ACTB) and glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) reference genes
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were used. Primers were designed using the Primer3Plus web interface program and were based
on the sequences indexed and published in the GenBank public database, NCBI (National
Center for Biotechnology Information) platform. Primers were synthesized by Invitrogen
(Carlsbad, CA, USA).

Table 2. Sequences of primers used in the RT-qPCR trial and tissue in which gene expression

was determined

Gene Sequence (5' to 3') Accession number  Tissue analyzed
HSPBI F: CTGAAACACCGCCTGCTAAA  NM 001025569.1

R: CGAGTGAAGCAACGGGAAAT N Cecum
HSPA4 F: AGAGTAGAGCCACCACTTCG  NM 001114192.2

R: GGCCAGCTGAACTCTTGAAG - Cecum
CLDN4 F: TACTCCGCTAAGTACTCCGC  NM 001014391.2

R: ACCAGTTTGTAGCACCTCCA - Duodenum
TJP1 F: CCTGCCCAACTCAACTCATG XM 024982012.1

R: TGCTTTATTGTGTGGAGGCG N Duodenum
TPHI  F: AACTCTCTCCACTGCTAGCC XM 002693039.5

R: GCCTCCAGAGTTACCCGTTA N Duodenum
SOD1  F: CGGCGTCGTTTTCTCTACTT  NM 174615.2

R: ATTACACCACAGGCCAAACG - Duodenum
CAT F: CATTGCAGTTCGCTTCTCCA  NM 001035386.2

R: CAAGCCATGATGGTGCTGAA N Duodenum
OCLN  F: CCCTTTCTGCTTCTTCAGGC ~ NM 001082433.2

- Duodenum

R: CTCCAAGTTACCACTGCTGC
ACTB  F: GTCCACCTTCCAGCAGATGT NM 173979.3
R: CAGTCCGCCTAGAAGCATTT
GAPDH F: CATTGCCCTCAACGACCACTT NM 001034034.1

R: TCCACCACCCTGTTGCTGTA
HSPB1 = heat shock protein family B, member 1; HSPA4 = heat shock protein family A,

Reference gene

Reference gene

member 4; CLDN4 = claudin 4; TJP1 = tight junction protein 1; TPH1 = tryptophan
hydroxylase 1; SOD1 = superoxide dismutase 1; CAT = catalase; OCLN = occludin; ACTB =
actin beta; GAPDH = glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase.

Real-time quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR) analysis was carried out
using the SYBR Green detection system (Applied Biosystems, USA) in the Eppendorf Realplex
thermal cycler (Eppendorf, Hamburg, Germany). The entire RT-qPCR assay for each gene was

conducted based on cDNA obtained from 36 biological replicates per treatment and 2 technical
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replicates for each treatment. Relative expression levels were calculated using the Delta Delta
Ct method, according to Livak and Schmittgen (2001).
Statistical analysis

Results were analyzed in a completely randomized design using the MIXED procedure
of SAS (SAS Inst., Inc., Cary, NC, USA). Pen was considered the experimental unit. The
statistical model considered the fixed effects of the treatment (CON vs. DFM) and pen nested
within the treatment as a random effect. When significant (P < 0.05), the adjusted initial weight
was incorporated as a covariate in statistical analysis of the corresponding parameters. If the
adjusted initial weight was not significant (P > 0.05), it was removed from the model. For the
fecal parameters, the collection effect (1st and 2nd) and its interaction with the treatment effects
were added to the model. For all the variables and their interactions, the data are shown as
treatment means + standard error of the mean. The covariance structure adopted was defined
by the lowest value for the Akaike information criterion. Statistical differences were considered
significant at P < 0.05. Trends were noted if the P-value was greater than 0.05 but less than or

equal to 0.10.

RESULTS
At the beginning of the experiment, the adjusted initial BW did not differ among the

treatments (P = 0.85; Table 3). In line with this response, no differences were observed for
adjusted final weight (P =0.39), HCW (P = 0.30), and dressing (P = 0.70). Although ADG (P =
0.39) did not differ between treatments, bulls consuming the DFM had 3.1% lower DMI (0.4
kg) and, consequently, had 6% greater G:F. At slaughter, there was no incidence of liver

abscesses (data not shown).
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Table 3. Performance and carcass characteristics of Angus X Nellore bulls with and without

intake of DFM composed of Bacillus over 84 days of confinement

Treatment

Item! SEM? P value
Control DFM?
Adjusted initial weight, kg 402.6 399.8 10.651 0.85
Adjusted final weight, kg 570.0 575.4 4.363 0.39
ADG, kg/day 2.01 2.08 0.052 0.39
DMI, kg/day 12.9 12.5 0.085 0.01
G:F 0.157 0.167 0.004 0.05
HCW, kg 307.1 311.2 2.763 0.30
Dressing, % 54.9 55.1 0.258 0.70

' Adjusted weight (fnal and initial) = BW x 0.96, assuming 4% fll; ADG = average daily weight
gain; DMI = dry matter intake; G:F = gain:feed; HCW = hot carcass weight.
Direct-fed microbials, composed of B. licheniformis and B. subtilis supplied at a dose of 2 g
per animal/d.
3Standard error of the mean.

Regarding blood metabolites, treatment did not influence plasma concentration of
glucose, haptoglobin, and LPS (P > 0.05; Table 4). Bulls that consumed DFM had lower plasma
urea concentrations than CON bulls (P =0.017). No difference was found for height, width, and

thickness of the keratinized layer and rumen papillary area (P > 0.05; Table 5).
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Table 4. Blood parameters of Angus x Nellore bulls with and without intake of DFM composed

of Bacillus over 84 days of confinement.

Treatment

[tem SEM? P value
Control DFM!

Glucose (mg/dL) 79.0 76.7 2.122 0.36

Urea (mg/dL) 29.2 27.4 0.968 0.02

Haptoglobin (ng/mL) 7.73 9.19 0.719 0.26

LPS (ug/mL)? 231 2.86 0.556 0.15

Direct-fed microbials, composed of B. licheniformis and B. subtilis supplied at a dose of 2 g
per animal/d.
2Standard error of the mean.

3Lipopolysaccharides.

Table 5. Ruminal morphometrics of Angus X Nellore bulls with or without intake of DFM

composed of Bacillus over 84 days of confinement

Treatment
Item SEM? P value
Control DFM!
Height of the papillae, mm 4.36 4.73 0.208 0.22
Width of the papillae, mm 0.37 0.38 0.010 0.34
Keratin layer, um 11.9 11.2 0.475 0.47
Area, mm? 1.79 1.74 0.031 0.25

Direct-fed microbials, composed of B. licheniformis and B. subtilis supplied at a dose of 2 g
per animal/d.
2Standard error of the mean.

Bulls consuming DFM tended to have lower fecal starch (P = 0.096; Table 6). The fecal
starch concentration was greater (P < 0.0001) during the 2nd feces collection (9.88%; from the
63rd to the 65th day of the experimental period) compared to the 1st feces collection (6.05%;
from the 33rd to the 35th day of the experimental period). The opposite was found for fecal pH

(5.86 vs. 5.60; P <0.0001), which did not differ between treatments (P = 0.33).
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Table 6. Fecal starch, pH, and nitrogen of Angus x Nellore bulls with or without intake of DFM composed of Bacillus over 84 days of confinement

in two collection periods

Collection P value
It Treatment M SEM?
em reatmen 1% 2nd ean Treatment Collection Treatment*Collection
Control 6.56 10.3 8.45
.542 1 <0. 1 )
Starch DEM! 554 9.42 7 48 0.5 0.10 0.000 0.86
Mean 6.05 9.88
Control 5.82 5.61 5.71
<
pH DFM 5.90 559 575 0.034 0.33 0.0001 0.14
Mean 5.86 5.60
) Control 2.29 2.22 2.25
Nitrogen DEM )18 520 519 0.044 0.12 0.31 0.32
Mean 2.23 2.21

Direct fed microbials, composed of B. licheniformis and B. subtilis supplied at a dose of 2 g per animal/d.

’Standard error of the mean.
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In the duodenum (Figure 1), the expression of tryptophan hydroxylase-1 (TPH1; P =
0.01) and superoxide dismutase-1 (SOD1; P = 0.02) was greater in bulls that consumed DFM.
Nevertheless, no differences were observed in expression of claudin-4 (CLDN4; P = 0.22), tight
junction protein-1 (TJP1; P = 0.60), catalase (CAT; P = 0.55), and occludin (OCLN; P = 0.57).
In the cecum (Figure 2), in turn, no differences were observed among the treatments for either
heat shock protein family B member 1 (HSPB1; P = 0.66) or heat shock protein family A

member 4 (HSPA4; P =0.53).

Duodenum

o
1
*

Fold change
>
1
1
| |
——
H
1
|

=
o
1

0.0

|| 1 | | 1 1
CLDN4 TJP1 TPH1 SOD1 CAT OCLN
Control [] DFM

Figure 1. Relative expression of genes in the duodenum of Angus x Nellore bulls with or
without intake of DFM composed of Bacillus species. *P < 0.05. Standard error of the mean =
0.340 (CLDN4 = claudin-4); 0.220 (TJP1 = tight junction protein-1); 0.160 (TPH1 = tryptophan
hydroxylase-1); 0.108 (SOD1 = superoxide dismutase-1); 0.396 (CAT = catalase); 0.171

(OCLN = occludin).
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Figure 2. Relative expression of genes in the cecum of Angus x Nellore bulls with or without
intake of DFM composed of Bacillus species. Standard error of the mean = 0.215 (HSPB1 =
heat shock protein family B, member 1); 0.327 (HSPA4 = heat shock protein family A, member

4).

DISCUSSION

Provision of DFM composed of bacteria of the Bacillus genus has the potential to
improve beef cattle performance; however, the responses in the literature are inconsistent and
scarce. In this study, we have examined the performance and the physiological characteristics
of Nellore x Angus bulls consuming a DFM composed of B. licheniformis and B. subtilis
bacteria. Bacteria with sporulation capacity, such as Bacillus spp., have greater thermal stability,

viability during storage, and, above all, tolerance to the adverse conditions of the
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gastrointestinal tract than other feed additives (Leser et al., 2008; Luise et al., 2022; Cappellozza
et al., 2023a). Beef cattle receiving high-energy diets can benefit from supplementation with
Bacillus spp. through its effects in regulating the microbiome, preventing and combating
colonization of potentially harmful bacteria, and improving the barrier function and integrity of
the gastrointestinal tract (McAllister et al., 2011; Lambo et al., 2021; Boll et al., 2024; El Jeni
et al., 2024).

In the present study, bulls consuming the DFM had 3.1% lower DMI than the animals
in the control group. Several factors affect DMI in beef cattle, such as body fat content, sex,
physiological status, heat stress, and the addition of feed additives (NASEM, 2016). The effect
of Bacillus spp. on DMI of cattle has varied among studies (Smock et al., 2020; Dias et al.,
2022; Goetz et al., 2023; Lopez et al., 2024; Silva et al., 2024). Under suitable conditions, DMI
decreases as a result of increased digestibility of nutrients in the gastrointestinal tract (Tyrrell
and Moe, 1975), which allows the animal to meet its energy demands with a smaller amount of
feed (Cantalapiedra-Hijar et al., 2018; Jacovaci et al., 2021). In this respect, the ability that B.
licheniformis and B. subtilis have in producing a wide range and number of enzymes
(Elshaghabee et al., 2017; Luise et al., 2022; Cappellozza et al., 2023b) may have helped
increase the digestibility of the nutrients, especially of starch. Using the same bacterial species
as the present study, Pan et al. (2022) observed 5.75% improvement in in vitro starch
digestibility for grain corn. Related to that, evidence indicates that one of the species used, B.
licheniformis, specifically hydrolyzes starch in environments with greater availability of this
nutrient (de Boer et al., 1994; Deng et al., 2018; Lopez et al., 2024; Silva et al., 2024).
Furthermore, bulls fed DFM tended (P = 0.10) to have lower starch concentration in feces. A
potential explanation for this finding is that the DFM may have increased starch degradation,
as discussed above, and led to lower fecal excretion, once B. licheniformis and B. subtilis are

capable of degrading starch (Pan et al., 2022). However, our study did not perform variables
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that could confirm this theory. Thus, future studies are warranted in evaluating the effects of
DFM on carbohydrates degradation. The lower fecal concentration in DFM bulls may also be
related to the lower DMI in those animals, once several studies (Moharrery et al., 2014; Owens
et al., 2016) suggested that total tract starch digestibility and fecal starch concentration in cattle
closely depend on dietary starch intake.

As the ADG was not affected by the treatment (mean of 2.05 kg), along with the lowered
aforementioned DMI, bulls that received the DFM exhibited 6% greater G:F. In agreement with
our findings, Lopez et al. (2024) reported that upon feeding crossbred Angus cattle with DFM
composed of Lactobacillus animalis, Propionibacterium freudenreichii, B. subtilis, and B.
licheniformis in the respective ratio of 1:1:1:3, G:F was improved by 5.7%. Dias et al. (2022)
also found a trend of improvement of 4.5% in ADG and 3.4% in G:F in Nellore (Bos indicus)
cattle in contrast between different DFM and a control group. Divergences in the effects found
in the literature may be attributed to the differences of breeds, microbial species, strains,
concentrations, and types of diets. Supplementation of the current DFM seems not to have
negative for cattle. Conversely, the potential for improving performance is frequently reported
(Sun et al., 2013; Calaca et al., 2022; Dias et al., 2022; Lopez et al., 2024). Furthermore, the
fact that the gene expression of a key antioxidant enzyme (SOD1) was greater in the duodenum
of DFM-fed bulls may be associated with a greater intestinal nutrient efficiency, but this needs
to be addressed and confirmed in future research efforts. Lastly and supporting our results,
others have reported that Bacillus spp. stimulates the expression, synthesis, and release of
antioxidant enzymes in the lower GIT of livestock animals (Wang et al., 2017).

Plasma urea-N was 6.2% lower for bulls consuming DFM. This response may be
attributed to the lower DMI in those bulls, once intake and plasma urea-N concentrations are
highly correlated. Another potential explanation for that is the presence of B. licheniformis as a

feed additive (Qiao et al., 2010). Those authors reported that the addition of B. licheniformis in
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the diet decreased ammonia concentration; and consequently, stimulated microbial growth in
the rumen of Holstein cows. They suggested that the reduction in ruminal ammonia resulted
from greater assimilation by the bacteria. However, it should be highlighted that this
explanation should be considered cautiously since we did not evaluate rumen parameters,

nitrogen balance, production of microbial protein, and other aspects.

CONCLUSIONS
Supplementation with DFM based on B. licheniformis and B. subtilis to Nellore x Angus

bulls in the finishing phase decreased DMI, did not influence ADG, improved G:F, and

increased the expression of genes important for duodenal function.
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