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AVALIACAO DE PROBIOTICO COMERCIAL COMO ALTERNATIVA AOS
ANTIBIOTICOS PROMOTORES DE CRESCIMENTO, UTILIZANDO UM MODELO
DE DESAFIO SANITARIO EM FRANGOS DE CORTE

RESUMO - Doencas entéricas se apresentam como um dos maiores
problemas da produgdo avicola. Historicamente, antibidticos promotores de
crescimento (APC’s) tém sido usados para controlar essa situagcdo. No entanto, as
preocupacdes a respeito de resisténcia bacteriana a antibidticos tém levado a
proibi¢cdes regionais para reduzir o uso de APC’s. Alternativamente, microrganismos
administrados diretamente na dieta como por exemplo os probioticos, podem impactar
positivamente sobre a microbiota intestinal, prevenindo problemas entéricos que,
inevitavelmente culminam em perdas no desempenho das aves. Outro ponto
importante a ser considerado quando se fala em desafio sanitario € o consumo de
racdo dos animais. A utilizacdo de modelos mateméticos que consideram o fator
desafio para modelagem do consumo ainda € escasso. Nesse sentido, essa
dissertacao foi conduzida com dois principais propésitos: 1) investigar os efeitos de
Bacillus amyloliquefaciens CECT 5940 como probiético (DFM) sozinho ou em
associagdo com bacitracina metileno disalicilato (BMD) em frangos de corte sobre
desafio de patdégeno entérico. 2) modelar o consumo relativo de animais sobre
condicdo de desafio sanitario e integrar esse modelo dentro de um modelo
mecanicista de simulacdo, o Broiler Growth Model (BGM). Assim, permitindo a
modelagem do desempenho de animais sob condi¢do de desafio sanitario. Para isso,
um total de 1.530 frangos de corte machos Cobb500 com um dia de idade foram
casualizados em cinco tratamentos, com nove repeticbes de 34 aves cada.
Tratamentos incluiram controle positivo (CP, dieta basal sem aditivos ou desafio);
controle negativo (CN, dieta basal sem aditivos e com aves desafiadas); CN + 0,05 g
de BMD / kg de ragdo; CN + 1g de probidtico / kg de racdo (10°® CFU B.
amyloliquefaciens CECT 5940 / g de ra¢éo); e CN + 0,05 g de BMD + 1 g de probidtico
/ kg de racdo. O desafio consistiu em gavagem oral com inéculo de Eiméria maxima e
Clostridium perfringens. Ganho de peso corporal (GP), consumo de racdo (CR), e
conversao alimentar (CA) foram avaliados nos dias 21, 35 e 42. Conteudo ileal e cecal
foram coletados nos dias 21 e 28 para enumeracao de C. perfringens utilizando-se a
técnica de biologia molecular para amplificar e detectar sequencias de DNA de C.
perfringens (reacdo em cadeia da polimerase em tempo real - gPCR). A saude
intestinal foi avaliada por escores. Uniformidade (U), rendimento de carcaca (RC), e
rendimento de peito (RP), escore visual de cama e lesdes de patas foram avaliados
no dia 42. Para o desenvolvimento do modelo que prediz o consumo relativo de racao
de animais sob condi¢cdo de desafio sanitario, os tratamentos controle positivo e
controle negativo foram considerados. Para isso, o consumo relativo diario (RFI)
durante o periodo experimental foi calculado diariamente, dividindo-se o consumo
atual de racdo (AFI) de animais desafiados pela média do AFI de animais néo
desafiados. A partir desse consumo relativo, duas funcdes “broken line” (linear e
quadratico) foram ajustadas, construindo um dnico modelo, o modelo segmentado
(MS). Esse modelo (MS) foi integrado dentro do software BGM, permitindo a correcao
do output AFl. Em seguida, o novo AFI corrigido € usado como input para construir
uma simulacédo do desempenho de frangos de corte, proposta para representar uma
simulacdo do desempenho de animais sob condicdo de desafio. Para avaliar os
resultados dessa predicao, os outputs gerados na simulagéo foram comparados com
os dados observados do experimento a campo. Como resultados, podemos perceber



que apods 14 e 21 dias pos inoculacdo, aves no grupo desafiado tiveram menor CR e
GP comparados ao grupo controle positivo (P < 0.05). Porém, os grupos recebendo
probiotico, BMD ou a combinacao deles, apresentaram melhor CA, RC, RP e menor
incidéncia de lesdo de patas e escore visual de cama, comparados ao controle
negativo sem inclusdo de aditivos (P < 0,05). Mortalidade nao foi afetada pelos
tratamentos (P > 0,05). Frangos de corte alimentados com dietas suplementadas com
probiético, BMD ou sua combinacao apresentaram menor contagem de C. perfringens
no conteudo ileal aos 21 e 28 dias quando comparados ao CN sem aditivos (P < 0.05)
e também mantiveram a saude intestinal por garantir frequéncia de embalonamento,
contetdo anormal e inchaco de mucosa comparavel ao grupo CP (P > 0.05). A partir
do modelo segmentado integrado no BGM, pode-se notar que apos 42 dias, o AFI
acumulado observado (4581,16 g) foi maior que o consumo acumulado simulado em
5%. O peso corporal simulado nas idades 0, 14, 21, 28 e 35 dias foram 50, 502, 956,
1419 e 2126 g sendo menor que 0 peso corporal observado em 1%, 4%, 8%, 5% e
2% respectivamente. Por outro lado, o peso corporal simulado (2781 g) aos 42 dias
foi maior que o peso corporal observado em 5%. O estudo indica que Bacillus
amyloliquefaciens CECT 5940 é efetivo assim como BMD para fornecer desempenho
similar e saude intestinal em frangos de corte desafiados. Além do mais, os resultados
indicam que o SM para predicdo do consumo relativo de racdo de frangos de corte
sobe condicdo de desafio sanitario pode ser integrado no BGM, permitindo construir
uma simulacdo realistica, conforme confirmado pelos dados observados do
experimento de campo.

Palavras-chave: antibidticos, Bacillus amyloliquefaciens, Clostridium perfringens,
Eimeria maxima



ABSTRACT - Enteric diseases appear one of the biggest problems of poultry
production. Historically, antibiotics growth promoter (AGPs) have been used to control
this framework. However, concerns about antibiotic resistance bacteria have led
regional bans for reducing the use of AGPs. Alternatively, microorganisms directly
supplemented in diets such as probiotics, may exhibit a positive impact on intestinal
microbiota avoiding enteric problems that inevitably causes loss on broilers
performance. Another important point to be considered when talking about sanitary
challenge is the feed intake. The use of mathematical models that consider the
challenge factor for modelling in this feed intake is still scarce. In this sense, this project
was conducted with two main purposes: 1) to investigate the effects of Bacillus
amyloliquefaciens CECT 5940 as a probiotic (DFM) alone or in combination with
bacitracin methylene disalicylate (BMD) in broilers on enteric pathogen challenge. 2)
Model the relative feed intake of animals under sanitary challenge condition and to
integrate this model into the mechanistic simulation model, the Broiler Growth Model
(BGM). Thus, allowing the modelling of performance of animals under sanitary
challenge condition. For such, a total of 1,530-day-old male Cobb500 chicks, were
randomly assigned to five treatments, with nine replicate pens with 34 birds each.
Treatments included positive control (PC, basal diet without additives or challenge);
negative control (NC, basal diet without additives and challenged birds); NC + 0.05g/kg
BMD; NC + 1g/kg DFM (108 CFU B. amyloliquefaciens CECT 5940/g of feed); and NC
+ 0.05g/kg BMD + 1g/kg DFM. The challenge consisted of oral gavage with Eimeria
maxima and Clostridium perfringens inoculum. Body weight gain (BWG), feed intake
(FI), and feed conversion ratio (FCR) were evaluated on days 21, 35 and 42. lleal and
cecal content were collected on days 21 and 28 for C. perfringens enumeration using
a molecular biology technique to amplify and detect DNA sequences of C. perfringens
(quantitative polymerase chain reaction - gPCR). The intestinal health was evaluated
by scores. Uniformity (UN), carcass yield (CY), breast meat yields (BMY), footpad
lesion and litter quality visual scores, were evaluated on day 42. For the development
of the model that predicts the relative feed intake of broilers under sanitary challenge
condition, the treatments positive control and negative control were taken. For such,
the relative feed intake (RFI) during the whole experimental period was daily
calculated, dividing the AFI of challenged broilers by the average of AFI of
unchallenged broilers. From that RFI, two “broken line” function (linear and quadratic)
were fitted, building a single model, the segmented model (SM). This model (SM) was
integrated into the BGM, allowing the correction of AFI output. After that, the new
corrected AFI is used as input for making a simulation of broilers performance,
proposed to represent a performance simulation of broilers under sanitary challenge
condition. To evaluate the predictions results, the outputs obtained from the simulation
were compared with those observed data of the field experiment. As a result, it is
possible to notice that after 14 and 21-days post-inoculation, birds in the challenged
groups had significant lower FI and BWG compared to the PC group (P < 0.05).
However, the groups receiving DFM, BMD or its combination presented better FCR,
CY, BMY, UN and lower incidence of footpad lesion and litter quality visual scores,
compared to the NC group without feed additives (P < 0.05). Mortality was not affected
by treatments (P > 0.05). Broilers fed diet supplemented with DFM, BMD or its
combination presented lower enumeration of C. perfringens in ileal content at 21 and
28 days compared to NC group without additives (P < 0.05) and also maintained gut
health by keeping the frequency of ballooning, abnormal content and swollen mucosa
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comparable to the PC group (P > 0.05). From the segmented model integrated at BGM,
it is possible to notice that after 42 days, the accumulated AFI - observed (4581.16 Q)
was higher than AFIn in 5%. The simulated BW at 0, 14, 21, 28, 35 d were 50, 502,
956, 1419 and 2126 g, being lower than observed BW in 1%, 4%, 8%, 5% and 2%
respectively. On the other hand, the simulated BW (2781 g) at 42 d was higher than
observed BW in 5%, with no mean bias of prediction (p > 0.05). The study indicates
that Bacillus amyloliquefaciens CECT 5940 is effective as BMD to provide similar
performance and gut health in challenged broilers. Furthermore, the outcomes indicate
that the SM for predicting the RFI of broilers under pathogen challenge can be
integrated into BGM, allowing to make a realistic simulation, as confirmed by observed
data of a field trial.

Keywords: Clostridium perfringens, direct-fed microbial, Eimeria maxima, necrotic
enteritis, probiotic



CAPITULO 1 - Consideragdes gerais

1. Introducéao

A intensiva exploracdo da atividade avicola, considerada como uma das mais
tecnificadas atividades ligadas a exploracao animal de interesse econdmico (Clavijo e
Flérez, 2018), tem levado ao aparecimento de disturbios metabdlicos de origem
multifatorial, o que dificulta a sua compreensdo e identificacdo. Os processos
patolégicos que envolve esses animais sao causados pela rapida taxa de crescimento,
que desencadeia falhas nas respostas fisioldgicas ou sistémicas, tornando os animais
susceptiveis a diversos patdgenos, agravados principalmente pela baixa
responsividade do sistema imunoldgico (Jaenisch et al., 2001; Rubio, 2018).

Antibioticos e quimioterapicos em dose subterapéutica sdo usados como
promotores de crescimento (APC), contribuindo com a prevencdo de enfermidades
das aves principalmente no que se refere a doencas entéricas. Sua utilizacdo € ampla
em decorréncia de seus benéficos efeitos para os animais, que podem ser fisiol6gicos,
nutricionais e metabdlicos (Anderson et al., 1999; Gaskins et al., 2002; Applegate et
al., 2010).

Apesar de sermos encorajados a utilizar os antibiéticos a campo devido sua
contribuicdo para a producdo animal, a sua acdo nao seletiva sobre a microbiota
benéfica do trato gastrointestinal (TGI), bem como a emergéncia de bactérias
resistentes e sua transferéncia a humanos (White et al. 2002; Marshall e Levy, 2011,
M’Sadeq et al., 2015), fez com que a Unido Europeia em 2006 proibisse a utilizacao
dos promotores de crescimento, conforme publicado pelo Official Journal of the
European Union (2003).

Paralelamente a preocupacdo governamental, existe a pressdao dos
consumidores que tem se preocupado com a utilizacdo da forma prudente dos
antibioticos. Isso fez com que a pesquisa fosse estimulada e direcionada a buscar
possiveis substitutos aos APC. Uma solucéo factivel para tal é a utilizacdo de aditivos
como 0s acidos organicos, o extrato de ervas e 0leos essenciais e em maior énfase
0S prebioticos e probidticos (Santana et al., 2011; Roberts et al., 2015; Naveenkumar
et al., 2017).

Sabe-se que a condi¢éo de desafio sanitario pode ser parcialmente controlada

por meio da utilizacdo de APC ou utilizando a suplementagdo com aditivos conforme



citado anteriormente. Adicionalmente, conhecer o impacto dos diferentes desafios
sobre o consumo de racdo € de extrema importancia para nutricionistas. Uma das
formas de descrever o comportamento da ingestdo alimentar durante o curso de
doencas é mensurando o consumo de animais doentes e relativiza-los com o consumo
de animais saudaveis (Sandberg et al., 2006).

Modelos de simulagcédo sdo ferramentas Uteis que auxiliam nutricionistas em
suas tomadas de decisdes. Entretanto devido a complexidade que envolve a condicéo
de desafio, tais modelos, que geralmente sdo de caracteristica mecanicista, nédo
consideram tal fator. A proposta de inclusdo de modelos empiricos dentro de modelos
mecanicistas ja estabelecidos (ex. Broiler Growth Model, BGM) se mostra como uma
oportunidade para estabelecimento de um modelo de simulagdo que permita realizar
simulacdes sob condi¢cdo de desafio sanitario.

Frente aos grandes problemas enfrentados pela cadeia avicola com a proibicao
do APC, e da necessidade de integrar fatores sanitarios dentro dos modelos
mecanicistas de simulacao, esse trabalho tem como objetivos principais: verificar se
a suplementacdo dietética com o probidtico a base de Bacillus amyloliquefaciens
CECT 5490 para animais desafiados com patdgeno entérico pode sustentar similar
desempenho aos animais suplementados com APC; e, desenvolver um modelo
empirico para predizer o consumo relativo de racdo de animais sob condi¢do de
desafio e integrar esse modelo dentro do modelo mecanicista BGM, criando assim

uma nova ferramenta para simulacéo em condicao de desafio sanitario.
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In conclusion, the segmented model proposed in this study for predicting
relative feed intake of broilers challenged with Eimeria maxima and Clostridium
perfringens can be included into Broiler Growth Model, allowing prediction of broilers
performance (actual feed intake and body weight) through a simulation. Since changes
in actual feed intake obtained using the segmented model were able to predict shifts
in body weight of broilers like observed in field trial, it confirms the applicability of this

tool into the Broiler Growth Model.
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