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RESUMO - Este estudo foi conduzido para analisar as alteragdes do perfil microbiano da digesta ileal de frangos de corte
alimentados com dietas contendo diferentes niveis de energia e aditivos. Foram preparadas duas dietas: uma a base de milho
e farelo de soja com nivel de energia padrdo e outra de baixa energia com milho e os farelos de soja e trigo. Para cada nivel
de energia, foram ou ndo acrescentados o probidtico Enterococcus faecium; as enzimas xilanase, amilase mais B-glucanase;
e a combinagdo do probidtico com as enzimas, resultando em 8 tratamentos. As aves foram distribuidas em delineamento
inteiramente ao acaso com arranjo fatorial 2 x 4 e cada tratamento teve 5 repeti¢des de 12 aves. Aos 19 dias, uma ave de cada
repeti¢@o foi abatida e o conteudo ileal coletado e armazenado a —24 °C. Foram feitas as extragdes do DNA do microrganismo
probidtico e da microbiota ileal utilizando-se o kit QITAamp DNA Stool, conforme as recomendagdes do fabricante. As amostras
extraidas foram amplificadas por PCR. Utilizou-se a técnica de eletroforese em gel com gradiente desnaturante para
caracterizacdo do perfil da microbiota ileal e do probiodtico utilizado nas dietas. Todos os tratamentos apresentaram padrdes
de amplicons diferentes, com exce¢do das enzimas isoladas e em combinag¢do nas dietas com energia padrao. O perfil do
microrganismo probidtico esteve ausente em todas as dietas. Os aditivos introduzidos as dietas foram capazes de alterar a
microbiota digestiva do limem ileal, porém o probidtico utilizado ndo foi capaz de colonizar o trato ileal dos frangos de corte.
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Ileal microbiota of broilers fed different diets

ABSTRACT- The study was conducted to analyze alterations in the microbiological profile of the ileal digesta of broilers
fed different levels of energy and additives. A standard diet based on corn-soybean meal and a low energy diet based on corn,
soybean and wheat bran were prepared. Either Enterococus faecium probiotic or xylanase, amylase plus B-glucanase enzymes
or the mix of probiotic and exzymes were added or not to each energy level, resulting in eight treatments. Birds were distributed
in a 2 x 4 factorial arrangement in a completely randomized design, and each treatment had 5 replications of 12 birds. One
bird of each repetition was slaughtered at 19 days of age and the ileal contents were collected and stored at -24 °C until analysis.
DNA was extracted from the microorganism probiotic and ileal content using the QIAamp DNA Stool kit following the
recommendations of the manufacturer. The extracted samples were amplified by PCR and the ileal microbiota and probiotic
profiles were characterized using denaturing gradient gel electrophoresis. The results show that all treatments resulted in
different profiles of amplicons, except for enzymes alone or mix with probiotic in the standard energy diet. The probiotic
microorganism profile was absent in all diets. The use of additives changed the digestive microbiota in the ileum, although
the probiotic was not capable of colonizing the ileum of the birds.
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Introducao outros grupos frente ao sistema de defesa e em determinadas
condigoes fisicas e quimicas do meio. Porisso, as mudancas

As espécies bacterianas diferem em relacdo as suas na composi¢do da dieta, na densidade de nutrientes,

preferéncias por substratos e suas necessidades para o
crescimento. Por isso, a composicdo quimica ¢ a estrutura
da digesta determinam amplamente a distribui¢ao da
microbiota no trato digestério (Apajalahti, 2005). A
populagdo bacteriana, em determinado momento, reflete a
capacidade de cada grupo bacteriano em competir com
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caracteristicas fisicas e no processamento do alimento, o
tipo e o nivel de aditivo utilizado nas dietas podem ter
efeitos significantes sobre a dinamica da microbiota
(Apajalahtietal.,2001; Oviedo-Rondén etal., 2006), o que,
por sua vez, influi na habilidade dos animais para digerir e
absorver nutrientes. Compreender e monitorar as mudancas
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da ecologia microbiana sdo pontos importantes para o
desenvolvimento de produtos que alterem e regulem as
microbiotas, melhorando o desempenho ou reduzindo os
efeitos de estresse ou doengas. As mudangas na microbiota
intestinal de frangos de corte ndo sdo facilmente monitoradas
usando-se métodos tradicionais de cultivo (Apajalahtietal.,
2001) eumaalternativa ¢ o emprego de técnicas moleculares
simples. Um grande avango no campo da biologia molecular
¢ ouso do gene 16S do rRNA como uma impressao digital
capazde classificar e identificar microrganismos (Humeetal.,
2006). Utilizando-se um conjunto de oligonucleotideos
iniciadores para amplificar a regido conservada do gene
16S do rRNA pela PCR (reacdo em cadeia da polimerase),
obtém-se amplicons que podem ser separados por eletroforese
em gel com gradiente desnaturante (DGGE) (Thompson
et al., 2008). O DGGE foi utilizado pela primeira vez na
década de 90, por Muyzer et al. (1993), para caracterizar
microbiotas e, a partir de entdo, tem sido utilizado como
ferramenta para pesquisar componentes de ecossistemas
complexos, incluindo a microbiota intestinal de frangos de
corte (Oviedo-Rondon et al., 2006; Pedroso et al., 2006).
Neste estudo, utilizou-se o DGGE para caracterizar o perfil
bacteriano da digesta ileal de frangos de corte e do probidtico
utilizado na dieta. O objetivo neste trabalho foi avaliar o
efeito que os aditivos probiotico e um complexo enzimatico
promovem na microbiota ileal de frangos de corte,
identificando, nos perfis analisados, o probidtico usado
nas dietas experimentais.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido com frangos machos da
linhagem Ross de 1 a 19 dias de idade. Durante todo o
periodo experimental, os animais receberam dgua cloradae
racdo a vontade.

As dietas experimentais foram constituidas de duas
composi¢des: uma com nivel de energia padrao (EP), a base
de milho e farelo de soja, e outra com baixo nivel de energia
(BE) (redugdo de 100 kcal/kg de EM, em relagdo a dieta
padrdo, obtido pela inclusdo de farelo de trigo) (Tabela 1).
As dietas foram balanceadas, atendendo as exigéncias
nutricionais da espécie, de acordo com as recomendagdes
de Rostagno etal. (2005) (Tabela 1). Cadanivel de energia
recebeu ou ndo os aditivos probidtico (Enterococcus
faecium) e o complexo enzimatico (xilanase, amilase ¢
B-glucanase) isolados ou em combinagao.

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso
com arranjo fatorial 2 x 4, composto de dois niveis de energia
e quatro aditivos, resultando em oito tratamentos, os quais
tiveram 5 repeti¢des de 12 aves. Os tratamentos foram assim

Tabela 1 - Composi¢do e niveis nutricionais calculados para as
dietas experimentais de frangos de corte

Ingrediente (%) Nivel padrao Nivel baixo

de energia de energia

Milho 58,46 52,38
Farelo de soja 46 34,08 32,66
Farelo de trigo - 7,54
Oleo de soja 3,08 3,08
Calcareo 1,36 1,39
Fosfato bicalcico 1,72 1,63
Sal comum 0,46 0,46
Premix vitaminico! 0,04 0,04
Premix mineral? 0,08 0,08
Lisina 0,29 0,30
DL-metionina 0,27 0,28
Inerte3 0,05 0,05
Colina 0,06 0,06
Monensina 20% 0,05 0,05
Composi¢ao calculada

Energia metabolizavel (kcal/kg) 3050 2950
Proteina bruta 21 21
Fibra bruta 3,25 3,75
Calcio 0,95 0,95
Fosforo disponivel 0,45 0,45
Sodio 0,20 0,20
Lisina total 1,29 1,29
Metionina total 0,57 0,57
Triptofano total 0,27 0,27
Colina (mg/kg) 1500 1500

LvVit. A - 7.000 UL vit. Dj - 1.400 UTL; vit. E - 20 UT; vit. K5 - 1,5 mg; vit. By -
0,6 mg; vit. B, - 5 mg; vit. B¢ - 0,6 mg; vit. By, - 10 mg; acido nicotinico - 23 mg;
acido pantoténico - 10 mg; biotina - 0,02 mg; acido folico - 0,25 mg.
Manganés - 60 mg; ferro - 25 mg; cobre - 6 mg; zinco - 40 mg; selénio - 0,18 mg;
iodo - 0,38 mg.

3 Utilizado nas dietas sem aditivos e substituidos pelos aditvos sos ou em
combinac¢do nas demais dietas. Aditivos: Probidtico Enterococcus faecium -
10'0ufe/g (30 g/t); Complexo enzimatico xilanase (100 g/t) e amilase + B-glucanase
(400 g/t).

constituidos: energia padrdo sem inclusdo de aditivo;
energia padrdo mais probiodtico; energia padrdo mais
enzimas; energia padrdo mais a combinagdo de probiotico
e enzimas; energia baixa sem a inclusdo de aditivo; energia
baixa mais probiotico; energia baixamais enzimas; energia
baixa mais a combinagao de probidtico e enzimas.

Aos 19 diasumaave de cadarepeticdo foi abatida, o ileo
foi exposto e a digesta foi coletada e armazenada em
freezer (-24 °C). Posteriormente, as amostras foram
descongeladas, as repeti¢cdes de cada tratamento reunidas
¢ homogencizadas para a extracdo do DNA total.

Para a extragdo do microrganismo probiotico, 3 g de
probidtico foram adicionados aum tubo de ensaio contendo
10 mL do meio caldo verde brilhante e cultivado em estufa
a37°Cpor24horas. A partir de entdo, 1,2 mL do cultivo foi
transferido a um eppendorf, centrifugado a 4000 rpm por 2
minutos e coletado o precipitado. Este foi lavado com
solucdo salina (0,9%) duas vezes para posterior extracao do
DNA. A extracdo do DNA do probidtico, assim como do
DNA da microbiota ileal, foi realizada utilizando-se o kit
QIAamp DNA Stool (Qiagen®, Sio Paulo, Brasil), seguindo
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as instrucdes do fabricante. A integridade total do DNA foi
checada por eletroforese em gel de agarose 0,8% com
brometo de etideo (0,5 pL/mL). Asamostras de DNA extraido
foram armazenadasa—10°C.

Para a amplificagdo dos fragmentos especificos da
regido V3 do gene 16S rRNA do microrganismo probidtico
e da microbiota ileal, utilizaram-se os oligonucleotideos
iniciadores: BA338fCG (5" CGC CCG CGC GCGGCGGGC
GGGGCGGGGGCAGCACGGGGGGACTCCTACGGG3)
eUNS518r(5"ATTACCGCGGCTGCTGG3") (Pedrosoetal.,
2005). A reagdo em cadeia da polimerase (PCR) foi conduzida
em um volume de 25 uL contendo 0,2 mM de cada
desoxinucleotideo trifosfato (ANTP), 2,5 mM de MgCl,,
5 uM de cada oligonucleotideo iniciador, 2,0 U de Tag DNA
polimerase, 2,5 uL tampao DNA polimerase 10X ¢ 200 ng de
DNA. A reacdo em cadeia da polimerase do DNA probidtico
e damicrobiotaileal foi feita seguindo o protocolo utilizado
por Thompson etal. (2008): 1 ciclo de 94 °C por 3 minutos;
30 ciclos de 94 °C por 1 minuto, 65 °C por 1 minuto
(diminuindo 0,5 °C por ciclo) e 72 °C por 1 minuto; 7 ciclos
de 94 °C por 1 minuto, 55 °C por 1 minuto ¢ 72 °C por
1 minuto; 1 ciclo de 72 °C por 7 minutos. Uma aliquota dos
produtos dareagdo em cadeia da polimerase foi analisada
em gel de agarose 0,8%.

A eletroforese em gel com gradiente desnaturante foi
conduzida de acordo com as recomendagdes descritas por
Muyzeretal. (1993). Paraseparar os fragmentos amplificados
pela reacdo em cadeia da polimerase, um gel de 8%
poliacrilamida:bisacrilamida (37:5:1) foi preparadocom 15 a
55% de um gradiente desnaturante, usando duas solugdes:
solucdo 100% de desnaturacdo contendo 40% formamida e
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7 M de ureia e solugdo 0% desnaturante, sem ureia ou
formamida. A DGGE (eletroforese em gel com gradiente
desnaturante) foi realizada utilizando-se o equipamento
DCode (BioRad)em gelde 16 cm x 16 cm x 0,1 cm e tamp@o
TAE 1X (apartir de TAE 50X: 20 mM tris-acetato, 10 Mm
acetato de sodio, 0,5 mM EDTA - pH 8,0). Um volume de
42 uL do produto de reagdo em cadeia da polimerase de
cada amostra foi adicionado individualmente a cada
canaleta do gel, acrescido de 7 L. da solug@o de carreamento.
A eletroforese foirealizadaa 100V e 60 °C por 16 horas. Os
géis foram corados em solucdo de TAE 1X:brometo de
etidio (0,5 pg/mL), analisados sob luz ultravioleta com
captura de imagem por meio digital (Kodak 1D image
Analysis).

A partir da analise dos amplicons detectados nas
diferentes amostras, montou-se uma matriz de presenca ou
auséncia e os tratamentos foram agrupados hierarquica-
mente por dendrograma, com base no seu perfil eletroforético.
Para isso, utilizou-se o programa NTsyspc software,
versdo 2.0 para Windows.

Resultados e Discussao

Em cadacolunado gel de poliacrilamida, verificou-se o
padrdo de amplicons relativo a microbiota presente na
digestaileal de frangos de corte (Figura 1). Os amplicons de
maior intensidade representam popula¢des mais abundantes
e as de menor intensidade, as menos abundantes.

Os aditivos foram capazes de alterar a microbiota da
digesta ileal e as dietas com baixa energia favoreceram a
existéncia de um niimero maior de amplicons (Figura 1), o

BE = baixa energia; EP = energia padrao; S = sem aditivo; P = probidtico; E = enzima; E+P = enzima + probidtico.

Figura 1 - Eletroforese em gel com gradiente desnaturante do produto dareagido em cadeia da polimerase daregido V3 do gene 16S do rRNA
de amostras da digesta ileal de frangos de corte alimentados com dietas contendo dois niveis de energia, com ou sem aditivos.
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qual pode estar associado a maior diversidade de espécies
presentes no limem ileal dos animais. Comparando a dieta
com baixa energia sem aditivo com a dieta de baixa energia
+ probidtico, percebe-se que, no segundo caso, somente o
amplicon 4 ndo foi detectado. Por outro lado, os demais
amplicons (1,2, 3,5 e 6) estiveram presentes em ambos 0s
tratamentos, resultando em coeficiente de similaridade de
aproximadamente 88% (Figura2). Jaapresenga das enzimas
nadietacom baixa energia favoreceu a presenga do amplicon
7,o0reaparecimento do amplicon 4 e o aumento na intensidade
do amplicon 6 em relagdo a dieta com baixa energia sem
enzimas. A dieta com baixa energia + enzimas apresentou
coeficiente de similaridade em relacdo a sem enzimas e
aquela com baixa energia + probiotico de aproximadamente
93 ¢ 88%, respectivamente. Todavia, quando em combinagao
com o probidtico, as enzimas favoreceram o aparecimento
doamplicon 8§, além da presen¢a dos amplicons 3 e 5, sendo
esses ultimos também encontrados em todas as dietas com
baixa energia. Contudo, a combinagao das enzimas com o
probidtico foi capaz de inibir os amplicons 1,2, 4,6 ¢ 7,
encontrados na dieta com baixa energia com 0s mesmos
aditivos em separado, resultando em uma similaridade
bastante baixa (50%).

Na dieta com energia padrdo sem aditivo, foram
observados osamplicons 1, 3,4, 8,9 ¢ 10. Estamesmadieta
em associacdo com o probidtico favoreceu o aparecimento
do amplicon 11 e a inibigdo dos amplicons 1, 8, 9 e 10.
Apenas os amplicons 3 e 4 foram comuns aos dois
tratamentos, resultando numa similaridade de aproximada-

mente 45%. A maior alteracdo microbiana nas dietas com
energia padrdo foi encontrada na presenca do complexo
enzimatico em associagdo ou nao com o probiotico. Esses
tratamentos favoreceram apenas o predominio dos
amplicons 3 e 5, inibindo a preseng¢a dos outros amplicons
encontrados nas demais dietas com energia padrdo. Este
perfil de amplicons resultou numa similaridade bastante
baixa, de aproximadamente 37%, em relacdo a todas as
dietas com energia padrio.

O método de eletroforese em gel com gradiente
desnaturante permitiu detectar 21 amplicons nas dietas com
baixa energia, enquanto nas dietas com energia padrdo 13.
Considerando a grande diversidade de amplicons encontrados
em amostras intestinais de frango de corte indicada na
literatura (Hume etal., 2006; Pedroso etal.,2006; Thompson
et al., 2008), o nimero de amplicons observados neste
trabalho pode ser considerado baixo. No entanto, esse
resultado pode ser explicado pela comigracdo de alguns
fragmentos com pares de bases pouco distintos (Jackson
et al., 2002) ou conteido C+G bastante semelhantes
(Simpsonetal., 1999). Zhu & Joerger (2003) visualizaram por
eletroforese em gel com gradiente desnaturante 20 amplicons,
mas, apds técnicas de clonagem e sequenciamento,
identificaram 243 sequéncias diferentes de bactérias presentes
no conteudo cecal de frangos de corte. Assim, menos amplicons
nao significam necessariamente menos espécie bacterianas,
mas espécies com conteudo molecular mais semelhante.

Os resultados indicam que a dieta com baixa energia
apresentou 8 amplicons a mais em comparacao a dietacom
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——— EBE

PBE

E+FBE

EEFP

E+PEF

SEP

PEP

E. faecium

0,00 0,20

Coeficiente

0,75 100

BE = baixa energia; EP = energia padrdo; S = sem aditivo; P = probidtico; E = enzima; E+P = enzima + probiotico.

Figura 2 - Dendrograma dos amplicons obtidos por eletroforese em gel com gradiente desnaturante do produto da reagdo em cadeia da
polimerase da regido V3 do gene 16S do rRNA de amostras da digesta ileal de frangos de corte alimentados com dietas

contendo dois niveis de energia, com ou sem aditivos.
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energia padrdo. A dieta com baixa energia apresentou
farelo de trigo em sua composicao, ingrediente com grande
quantidade de polissacarideos ndo-amiladceos soluveis
(PNA). Normalmente, os PNA diminuem o transito de
passagem da digesta no trato intestinal a ponto de os
microrganismos serem capazes de competir por nutrientes
com o animal, tendo dessa forma mais condi¢des para sua
reproducao e aumento populacional (Shakourietal., 2009).
Contudo, mesmo encontrando-se um nimero maior de
amplicons nas dietas com baixa energia, ndo se pode
afirmar que apresentam maior nimero de espécies
microbianas.

No probiotico adicionado as dietas, foi encontrado o
amplicon 12. No entanto, a presen¢a deste amplicon ndo
foi constatada em quaisquer tratamentos avaliados.
Contudo, houve outras alteragdes na microbiota da dieta
com energia padrdo com probidtico em combina¢do ou ndo
com as enzimas. Nas dietas com baixa energia, essa
alteragdo ocorreu apenas quando o probidtico foi utilizado
em associagdo com as enzimas. E possivel que a dieta com
baixa energia prejudique o desenvolvimento do probiodtico,
um efeito menos expressivo quando em associagdo com as
enzimas. Em geral, os probiodticos promovem efeitos
antagdnicos ou sinérgicos em relagdo a microbiota
presente no tratogastrointestinal, provavelmente devido
as varias bacteriocinas que produzem, mantendo-se em
nivel de colonizagdo. Todavia, neste trabalho, o probiotico
ndo foi suficientemente competitivo para manter-se em
quantidade expressiva a ponto de colonizar o limen ileal.

Conclusdes

Os aditivos usados nas dietas para frangos de corte sdo
capazes de alterar a microbiota do lumen ileal, porém o
probidtico utilizado ndo ¢ eficiente em colonizar o trato ileal
desses animais.
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