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RESUMO

Com o objetivo de estudar as concentracfes e espécies alvo de Lactobacillus spp. e
Streptococcus spp. nas fezes de equinos recebendo dietas contendo niveis crescentes de Farelo
de Glaten de Milho 21, foram utilizados quatro cavalos mesticos adultos, alojados em baias
individuais, com idade média de 2,8 anos e pesando 445 (+/- 20) kg em mantenca, dispostos
em quadrado latino. As dietas foram formuladas para atender & demanda de animais em
mantenca, sendo 50% da energia proveniente do volumoso e 50% do concentrado, contendo 0s
seguintes niveis de incluséo de farelo de glaten de milho 21: 0, 10, 20 e 30%. Foram calculadas
as concentragdes de Lactobacillus spp. e Streptococcus spp. nas fezes expressas em log 1o
UFC/g (unidades formadoras de col6nias por grama de fezes), e as espécies-alvo foram
identificadas por Multiplex PCR e Multiplex PCR-RFLP, respectivamente para Lactobacillus
spp. e Streptococcus spp. Nao foi observado efeito (p>0,05) das dietas sobre as popula¢des dos
géneros. Das espécies-alvo do género Lactobacillus, quatro foram detectadas (Lactobacillus
rhamnosus, L. delbruekii, L. acidophilus e L. gasseri). Das espécies pesquisadas do género
Streptococcus, foram detectadas os trés grupos alvo: S. bovis/S. infantarius, S. equinus e S.
gallolyticus. A inclusdo de FGM 21 até o nivel de 30% do concentrado ndo alterou a quantidade
dos géneros estudados no intestino grosso de equinos. A espécie de Lactobacillus predominante
nas fezes de equinos recebendo dietas alta fibra foi L. rhamnosus e de Streptococcus foi S.

equinus.

PALAVRAS-CHAVE: microbiota equina, coproduto, nutricdo.



ABSTRACT

In order to study the concentrations and target species of Lactobacillus spp. and
Streptococcus spp. in the feces of horses fed with increasing levels of Corn Gluten Meal 21
(CGM 21), four adult crossbred horses housed in individual stalls were used, with an average
age of 2.8 years and weighing 445 (+/- 20) kg in maintenance, in a 4x4 latin square. The diets
were formulated to meet the demands of the animals in maintenance, with 50% of energy
from forage and 50% concentrate containing the following levels of corn meal 21: 0, 10, 20 and
30%. The concentrations of Lactobacillus spp. and Streptococcus spp. in feces were calculated
and expressed in Log10 CFU/g (colony forming units per gram of feces) and the target species
were identified by multiplex PCR and multiplex PCR-RFLP respectively for Lactobacillus spp.
and Streptococcus spp. There was no diet effect (p> 0.05) on the populations of genres of
Lactobacillus and Streptococcus. Among the Lactobacillus studied, four species were detected:
L. rhamnosus, L. delbruekii, L. acidophilus and L. gasseri. Also, three target groups of
Streptococcus spp. were detected: Streptococcus bovis/S. infantarius, S. equinus and S.
gallolyticus groups. The inclusion of CGM 21 to the level of 30% of the concentrate did not
alter the amount of the microorganisms studied in the large intestine of horses. The species of
Lactobacillus predominant in equine feces receiving high fiber diets was L. rhamnosus and of
Streptococcus was S. equinus.

KEYWORDS: equine microbiota, coproduct, nutrition.
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1. INTRODUCAO

Os equinos sdo herbivoros ndo ruminantes capazes de suprir sua demanda nutricional
em grande parte ou na totalidade pela ingestdo de forrageiras (BRANDI e FURTADO, 2009).
O trato gastrointestinal desses animais contém uma densa e dindmica populagdo bacteriana
(JULLIAND e GRIM, 2016; COSTA et al., 2012a), a qual faz com que eles consigam
aproveitar a fibra da dieta de maneira semelhante ao que ocorre nos ruminantes devido a acédo
da microbiota presente principalmente no ceco e colon (FRAPE, 2008).

Para a manutencdo das concentracOes energéticas das dietas, ingredientes com fibras
de fécil fermentacdo vem sendo utilizados (DUREN, 2000), representados pelos coprodutos
como a polpa citrica (OTT et al., 1979; TRIBUCCI et al., 2013; MOREIRA et al., 2015) casca
de soja (COVERDALE et al, 2004; KABE et al., 2016) e os coprodutos do milho, como o farelo
de glaten de milho 21 (FGM 21) e gérmen de milho desengordurado (FRAPE, 2008).

O FGM 21 ja foi estudado na dieta de diversos animais, dentre estes suinos em
crescimento e terminacdo (NETO et al., 1995), ovinos (NEIVA et al., 2005) e frangos de corte
(FREITAS et al., 2006). O FGM 21 é um coproduto da industria do milho. Este ingrediente é
resultado da extracdo da maior parte do amido e gérmen do grdo de milho, através da separacdo
e secagem das fibras durante o processo de moagem Umida, e enriquecido com agua de
maceracao concentrada, e contém quantidades significativas de energia, proteina bruta, fibra
digerivel e minerais (BLASI et al., 2001).

S&o escassos trabalhos sobre a utilizagdo do FGM 21 na alimentacéo de equinos. Frape
(2008) cita os alimentos a base de gluten de milho como constituintes Gteis das misturas de
alimentos para estes animais; contudo, ndo especifica a forma de utilizacdo do coproduto.

A homeostasia no trato gastrointestinal equino € muito sensivel a mudancas dietéticas.
As alteragcbes nos ingredientes constituintes das dietas podem ocasionar mudancas nas
populacgdes bacterianas (AL JASSIM e ANDREWS, 2009), dentre as quais podemos destacar
as especies dos géneros Lactobacillus e Streptococcus. (DE-FOMBELLE et al., 2003; DALY
et al., 2012; COSTA et al., 2012b, MOREAU et al., 2014). Esse desequilibro na populagédo
microbiana pode levar a disturbios como colicas e laminite, os quais estdo diretamente
relacionados ao produto resultante da fermentacao por essas bactérias, o acido latico (PAGAN,
1998; RESPONDECK et al., 2007; HOFFMAN, 2009).

De-Fombelle et al. (2003) caracterizaram o perfil microbiano e bioguimico dos

diferentes segmentos do trato gastrointestinal (TGI) de equinos recebendo uma dieta rica em
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fibras e outra rica em cereais. As concentragdes de Lactobacillus nas fezes foram de 7.5 logio
UFC/mL na dieta rica em fibras e 7.4 logio UFC/mL na dieta rica em cereais. J& as
concentragdes de Streptococcus foram 7.4 logio UFC/mL e 7.8 logio UFC/mL para a dieta rica
em fibras e rica em cereais, respectivamente. Concluiram que Lactobacillus e Streptococcus
colonizam todo o trato gastrointestinal, porém um efeito da dieta s6 pode ser detectado no trato
antes do ceco onde a concentracdo de Lactobacillus foi mais elevada no estdmago e ileo e a
concentracdo de Streptococcus foi maior somente no ileo dos cavalos da dieta rica em cereais.

Pesquisa semelhante foi realizada por Willing et al. (2009), os quais analisaram, atraves
das fezes, as bactérias acidos laticas (BAL) de equinos submetidos a duas dietas diferentes, uma
composta somente por forragem e uma suplementada com concentrado. Observaram que o
numero de BAL foi 10 vezes maior na dieta com concentrado quanto comparado ao detectado
para os cavalos que receberam somente forragem.

Endo et al. (2007), avaliando a diversidade e composi¢do do grupo Lactobacillus,
Streptococcus e Bifidobacterium nas fezes de seis cavalos puro sangue de corrida saudaveis
verificaram que Lactobacillus equi e Lactobacillus johnsonii foram predominantes em quase
todas as amostras testadas e Streptococcus bovis/Streptococcus equinus foram predominantes
dentro do grupo Streptococcus. Em termos quantitativos, as bactérias &cido laticas superaram
as Bifidobacteérias nas fezes.

Pesquisas também foram realizadas no intuito de se avaliar as mudancas nessas
populacdes microbianas em situacdes de sobrecarga de carboidratos ou laminite induzida
(GARNER et al., 1978; AL JASSIM et al., 2005; MILINOVICH et al., 2008, 2010), como
aquela realizada por Moreau et al. (2014), quando observaram através do fluido cecal que as
populacdes de Lactobacillus subiram de 0,35%, da populacédo total de bactérias nos animais
controle, para 9,2% e 27,78% nos animais de laminite induzida por oligofrutose ou amido de
milho, respectivamente, e as populacdes de Streptococcus subiram de 0,01% no grupo controle
para 0,6% e 1,15% no grupo oligofrutose e amido de milho, respectivamente.

Apesar da importancia da microbiota intestinal em cavalos, os estudos nessa area ainda
sdo limitados quando comparados a microbiota dos ruminantes (COSTA et al., 2012a). Estudos
de como essas populagBes se comportam perante a mudancas dietéticas sdo extremamente
importantes, pois ajudam a elucidar os mecanismos de acdo dos microrganismos presentes no
trato gastrointestinal equino (MILINOVICH, 2006).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Caracteristicas anatémicas e fisioldgicas do trato digestorio dos equinos

O trato digestorio dos equinos é dividido em boca, es6fago, estbmago, intestino delgado
e intestino grosso sendo que cada um desses compartimentos desempenha funcdes especificas
na digestao e absorcdo dos nutrientes (FRAPE, 2008; MORGADO e GALZERANO, 2009;).

O estdbmago do cavalo ocupa cerca de 10% do trato digestdrio e é adaptado para
recepcdo continua de pequenas quantidades de alimento (FRAPE, 2008). E dividido em regio
aglandular, onde ocorre a fermentacdo sob a atividade de microrganismos resultando na
producdo de acido latico, acidos graxos de cadeia curta e pequenas quantidades de gases (COx,
CHas e H2), e uma regido glandular onde sdo secretados &cido cloridrico, pepsina, horménio
polipeptidico e gastrina (FRAPE, 2008; BRANDI e FURTADO, 2009). Na regido glandular
ocorre o inicio da digestdo da proteina pela liberacdo desses compostos e a secrecdo de suco
gastrico € continua, porém essa secrecdo diminui gradualmente conforme o estbmago se
esvazia; nesse momento, o pH dessa regido esta por volta de 1,5 a 2,0. O pH aumenta durante
a refeicdo devido ao poder tamponante da saliva (FRAPE, 2008).

O intestino delgado (ID) do cavalo é relativamente curto, correspondendo a cerca de
30% do trato digestorio (BRANDI e FURTADO, 2009). No intestino delgado, os nutrientes
como agucar, amido, lipidios e proteinas sdo digeridos através de enzimas pancreéticas e das
células epiteliais da mucosa, e sdo absorvidos. (MEYER, 1995; FRAPE, 2008).

O intestino grosso representa cerca de 60% do trato digestério e € dividido em ceco,
célon, que é subdividido em colon ventral direito e esquerdo, colon dorsal direito e esquerdo e
célon distal, e reto (MEYER, 1995). Os segmentos do cdlon estdo conectados por dobras que
sdo conhecidas como flexuras. Essas flexuras possuem a caracteristica de demarcar a mudanga
na populacdo microbiana de regido para regido (BRANDI e FURTADO, 2009). Neste
compartimento ocorre principalmente a digestdo dos carboidratos estruturais da parede celular
das forrageiras através da fermentacdo microbiana (MORGADO et al., 2009).

Segundo Lewis (2000), os microrganismos presentes no ceco e no célon, degradando a
fibra dos alimentos para seu proprio metabolismo, convertem a fibra em &cidos graxos de cadeia
curta (AGCC): acético, propidnico, isobutirico, butirico, isovalérico, valérico e acido latico, os

quais séo absorvidos, fornecendo de 30 a 70% das necessidades de energia total nos equinos
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dependendo do teor de fibra, assim como carboidratos soltveis ou amido contido na dieta
(JULLIAND et al., 2001).

2.2 Alimentacéo de equinos

As exigéncias energéticas dos equinos podem variar devido a fatores como: condi¢oes
ambientais, as funcdes e atividades do animal, intensidade e duracéo do exercicio e fases da
vida (LEWIS, 2000). O consumo de alimentos pelos animais adultos em geral representa entre
1,5 e 2,5% do seu peso vivo em base de matéria seca. Animais em crescimento e fémeas em
lactacdo consomem em média 3,2% do seu peso vivo (NRC, 2007).

A principal fonte de energia quimica que esta prontamente disponivel nas células é a
adenosina trifosfato (ATP). O ATP é gerado nas células, a partir do metabolismo dos
carboidratos, lipideos e proteinas. A maioria dos carboidratos da dieta equina sdo originarios
de forragens, grdos e alguns coprodutos (NRC, 2007). Os carboidratos ndo estruturais sao
digeridos através das enzimas pancreaticas e das células epiteliais da mucosa intestinal,
fornecendo grande parte da energia para 0s equinos. Ja os carboidratos estruturais sdo digeridos
pelas bactérias do trato gastrointestinal, que possuem as enzimas capazes de quebrar as ligacdes
B que os constituem (LEWIS, 2000).

Hoffman et al. (2001) propuseram a andlise dos carboidratos em trés fragdes, visto que
a proposta de Van Soest (1994), que dividia os carboidratos apenas em fibrosos e nao-fibrosos,
¢ mais adequada a fisiologia digestiva dos ruminantes devido as diferencas importantes no
processo de digestdo entre as espécies. Este fato deve-se a diferenca na compartimentalizacao
do trato digestorio, resultando em varia¢fes na digestibilidade dos alimentos (KRONFELD,
2001; NRC, 2007). A andlise proposta por Hoffman et al. (2001) consiste em trés fracdes como
ja mencionado, sendo uma de carboidratos hidrolisaveis, composta por agucares e amido nao
resistente hidrolisados no intestino delgado, uma fracdo dos carboidratos rapidamente
fermentéaveis como frutanas, substancias pécticas além do amido resistente, e uma fracdo dos
carboidratos lentamente fermentéveis representada pela fibra em detergente neutro, mais
especificadamente, hemicelulose e celulose fermentados no intestino grosso gerando AGCCs.
Os produtos da fermentacéo s&o, no caso dos rapidamente fermentéveis, principalmente lactato
e propionato e, dos lentamente fermentados, acetato e butirato principalmente (HOFFMAN,
2003).
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A alimentacdo dos equinos esta baseada na relagdo entre volumoso e concentrado, que
varia de acordo com as exigéncias nutricionais de cada categoria (FURTADO et al., 2011). As
forragens sdo alimentos essenciais, ndo somente pelos nutrientes que fornecem, mas também
pelo efeito estimulatério no tdnus muscular do trato gastrointestinal, pois as fibras nelas
presentes, ndo permitem uma rédpida queda no pH do conteido do intestino grosso
(ANDRIGUETTO et al., 1983; LEWIS, 2000).

O milho, o farelo de soja e o farelo de trigo sdo os principais ingredientes utilizados na
formulacdo de concentrados (FURTADO et al., 2011). Qutros ingredientes também s&o
comumente utilizados como a aveia, farelo de arroz e centeio (LEWIS, 2000). A substituigcéo
de gréos do concentrado ricos em amido por ingredientes alternativos, como 0s coprodutos:
casca de soja, polpa citrica e os coprodutos do milho vem sendo estudados (MANZANO et al.,
1999; OLIVEIRA et al., 2002; NEIVA et al., 2005; ARRUDA et al., 2009; BRANDI e
FURTADO, 2009), pois diminuem o aporte de amido no intestino grosso (LINDBERG e
KARLSSON, 2001). Esses coprodutos de forma geral apresentam maiores concentragdes
energéticas, fato atribuido a elevada quantidade de fibras de facil fermentacao e baixa lignina,
estando, portanto, mais disponiveis a acdo dos microrganismos (DUREN, 2000).

Fontes de proteinas também sdo essenciais na dieta equina, sendo que as fontes mais
ricas oferecidas em proteinas vegetais sdo: os residuos de sementes de oleaginosas e forrageiras
secas de alta qualidade, particularmente a alfafa. Os farelos de sementes de oleaginosas sao
melhores fontes de proteinas quando comparado aos cereais, deve-se levar em conta também

que seu equilibrio de aminoécidos é superior (FRAPE, 2008).

2.3 Uso de coprodutos na alimentacdo de equinos

Para a manutencdo das concentracGes energéticas, ingredientes com fibras de facil
fermentacdo vendo sendo incluidos nas dietas (DUREN, 2000). Com isso, 0s coprodutos da
agroindustria sdo fonte de interesse para pesquisadores e produtores (QUADROS et al., 2004).

Pesquisas com coprodutos buscando a possibilidade de uso na formulacdo de
concentrados vem sendo realizadas (MANZANO et al.,, 1999; OLIVEIRA et al., 2002;
ARRUDA etal., 2009; BRANDI et al., 2014; MENEZES et al., 2014). Estes coprodutos podem
substituir os grdos comumente utilizados, os quais sdo ricos em amido e estdo relacionados a
distdrbios fermentativos no intestino grosso (LINDBERG e KARLSSON, 2001; FURTADO et

al., 2011). Dentre os coprodutos de destaque na nutri¢do de equinos pode-se citar a polpa citrica,
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casca de soja (FURTADO et al., 2011) e os coprodutos do milho, como o farelo de gluten de
milho 21 e gérmen de milho desengordurado (FRAPE, 2008).

Manzano et al. (1999), testando trés niveis de substituicdo de milho por polpa citrica (0,
7,5 e 15%), observaram que a polpa citrica pode ser utilizada em até 15% do concentrado sem
causar efeito deletério no crescimento de potros.

Menezes et al. (2014) avaliaram o efeito dos niveis de inclusdo de polpa citrica sobre os
parametros sanguineos de equinos (albumina, triglicérides, colesterol, glicose, insulina e acidos
graxos de cadeia curta) e observaram que ndo houve efeito da dieta sobre os parametros
avaliados, bem como nédo houve efeito do tempo de coleta sobre as varidveis acidos graxos de
cadeia curta, colesterol, triglicérides e albumina; notou-se apenas efeito quadratico para as
concentragdes de glicose e insulina, sugerindo que a polpa citrica pode ser incluida com o nivel
de até 28% em concentrados para equinos.

A digestibilidade aparente dos nutrientes e das fracdes de carboidratos das dietas com
diferentes niveis de inclusdo de polpa citrica no concentrado (0, 7, 14, 21 e 28%) para equinos
foi testada por Brandi et al. (2014), observando que a polpa citrica pode ser adicionada em até
28% do concentrado sem causar efeito deletério sobre a digestibilidade dos nutrientes da dieta.

Testando a palatabilidade de dietas a base de polpa citrica para equinos, Tribucci et al.
(2013) observaram que houve efeito sobre a primeira agdo, uma vez que 80% dos animais se
alimentaram prontamente do concentrado e apenas 20% cheiravam-no antes da escolha;
sugeriram uma inclusdo inferior a 7% no concentrado, quando o mesmo for a base de milho,
farelo de trigo ou farelo de soja.

Kabe (2013) avaliou o efeito da incluséo de niveis crescentes de casca de soja (0, 7, 14,
21 e 28%) no concentrado para equinos sobre a palatabilidade, digestibilidade aparente e
qualidade das fezes e ndo observaram efeito deletério sobre a digestibilidade dos nutrientes da
dieta, sobre a palatabilidade dos concentrados e sobre as caracteristicas fisico-quimicas das
fezes, sugerindo que a casca de soja pode ser incluida em dietas para equinos com o nivel de
inclusdo de até 28%.

Quadros et al. (2004), avaliando a digestibilidade aparente e desenvolvimento de
equinos em crescimento submetidos a dietas compostas por diferentes niveis de substituicdo do
feno de Tifton 85 pela casca de soja, concluiram que as dietas para equinos podem ser
formuladas com substituicdo total do feno de Tifton 85 pela casca de soja, sem afetar seu

desempenho.
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2.4 Farelo de Gluten de Milho 21

O Farelo de Gluaten de Milho (FGM) 21 € um coproduto da indastria do milho, sendo
resultado da extracdo da maior parte do amido e gérmen do grdo de milho, através da separacdo
e secagem das fibras, durante o processo de moagem Umida, e enriquecido com &agua de
maceracao concentrada. Aproximadamente, 11% do milho original processado transforma-se
no coproduto que apresenta quantidades significativas de energia, proteina bruta, fibra
digestivel e minerais (BLASI et al., 2001). E um ingrediente com teor de fibra de cerca de 42%
com elevada concentragéo de hemicelulose e baixa de celulose e lignina, sendo o teor de amido
de 22,5% (KREHBIEL et al., 1995). A composicdo final deste produto pode variar dependendo
das condicdes de cada industria (HONEYMAN e ZIMMERMEN, 1990; KAWAUCHI, 2008).

Neiva et al. (2005) testaram cinco concentrados contendo 0, 20, 40, 60 e 80% de
inclusdo de farelo de glaten de milho em dietas a base de feno Tifton (Cynodon sp.) para ovinos
em confinamento, avaliando consumo de matéria seca, proteina bruta e fibra em detergente
neutro, bem como os ganhos de peso e a conversao alimentar. Observaram que a medida que
se aumentou o nivel de inclusdo desse coproduto nas ragdes, a produtividade desses animais foi
afetada negativamente. Danos a eficiéncia produtiva também foram detectados por Neto et al.
(1995), ao testarem o farelo de glaten de milho para suinos em crescimento e terminacdo onde
0 produto substituiu 0, 15, 30, 45 e 60% da proteina bruta da dieta. O ganho de peso, consumo
de racdo e a conversdo alimentar diminuiram linearmente com o aumento nos niveis de inclusao
do produto, ndo devendo ser utilizado para suinos em crescimento e terminacao.

Entretanto, pesquisa realizada por Freitas et al. (2006), avaliando o efeito da substitui¢do
parcial do milho e do farelo de soja em ra¢des por niveis crescentes de farelo de gluten de milho
21 (Refinazil®) de 0, 5, 10 e 15% sobre o desempenho produtivo de frangos de corte, concluiram
que este ingrediente pode ser incluido em até 15% sem prejuizo no desempenho desses animais.

Macedo et al. (2003), avaliando a substituicdo da proteina do farelo de soja pela proteina
da farinha de glaten de milho nos niveis de 0, 10, 30 e 50% (base na proteina bruta) na producéo
e composicao do leite, consumo voluntario e niveis de uréia plasmatica de cabras leiteiras,
observaram que nao houve efeito sobre o consumo de matéria seca, porém houve decréscimos
lineares na producdo de leite, teor de gordura e teor de sélidos totais. Os teores de proteina
bruta, lactose e sélidos totais ndo sofreram efeito dos niveis de substitui¢do e os niveis de uréia

plasmatica foram inferiores para os menores niveis de substituicao.
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S&o escassos na literatura trabalhos sobre a utilizagdo do FGM 21 na alimentacdo de
equinos. Frape (2008) cita os alimentos a base de gluten de milho como constituintes Gteis das
misturas de alimentos para equinos, porém nao especifica a forma de utilizacdo do coproduto,

bem como niveis de inclusdo na dieta.

2.5 Microbiologia do trato gastrointestinal equino

Estudos relacionados a microbiota gastrointestinal em diversas espécies animais e no
ser humano tém colaborado para a compreensdo dos processos digestivos e o melhor
conhecimento de algumas doencas metabolicas, incluindo processos inflamatdrios (BAUER et
al., 2006; CARICILLI etal., 2011). Em animais de producdo, alteragdes na composi¢do da dieta
podem levar a mudancas significativas na ecologia microbiana gastrointestinal, concorrendo
para a queda de produtividade destes animais (CALLAWAY et al., 2010). Dentre os animais,
podemos destacar 0s equinos, 0s quais sdo alvos de pesquisas sobre a microbiota intestinal
(MUHONEN et al., 2009; SHEPHERD et al., 2012; COSTA et al., 2015b; PHILIPPEAU et al.,
2015; COVERDALE, 2016).

Apesar da importancia da microbiota intestinal em cavalos, os estudos nessa area ainda
sdo limitados quando comparados a microbiota dos ruminantes. Definir e estudar essas
populacdes e suas funcbes especificas ainda € um desafio frente a sua complexidade (COSTA
etal., 2012a).

Existe uma abundancia de microrganismos que colonizam todo o TGI dos equinos como
fungos, bactérias, protozoarios e arqueas (CUMMINGS e MACFARLANE, 1997; FRAPE,
2008); com isso, pesquisas tém sido realizadas para fornecer informacdes sobre populactes
alvo especificas (DE-FOMBELLE et al., 2003; AL JASSIM et al., 2005; HARLOW et al.,
2015).

Dentro da comunidade microbiana equina, podemos destacar as bactérias pertencentes
ao grupo de produtoras de acido latico (BAL). As BAL sdo um grupo morfologicamente
heterogéneo, com bacilos e cocos, sendo que estes Ultimos podem estar dispostos
individualmente ou em cadeia. O produto final da fermentacao dos agucares por essas bactérias
é o0 acido lactico (SILVA, 2011).

Os mais importantes géneros das BAL sédo: Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus,
Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Weissela, Carnobacterium, Tetragenococcus e
Bifidobacterium (KLEIN et al., 1998), sendo Lactobacillus e Streptococcus 0s géneros mais
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isolados no trato gastrointestinal de equinos (MOREAU et al., 2014; AL JASSIM et al., 2005;
DE-FOMBELLE et al., 2003). Lactobacillus s&o bactérias gram-positivas, ndo formadoras de
esporos com formato de bacilos. Sdo estritamente fermentativas, aero-tolerantes ou anaerdbias.
As espécies desse género possuem necessidades nutricionais complexas: precisam de meios
ricos em carboidratos, aminoacidos, vitaminas entre outras substancias para seu crescimento.
Sao catalase-negativas, porem uma pseudo-catalase é formada em estirpes de L. mali. Sdo
encontrados em locais contendo ricas concentracGes de carboidratos disponiveis, tais como
membranas mucosas, intestino do homem e de animais. Podem ser homofermentativas, onde a
producdo de acido lactico correponde a mais de 85%, ou heterofermentativas, que além da
producdo de &cido latico produzem ainda CO2, etanol (e/ou acido acético) em quantidades
equimolares (WOOD e HOLZAPFEL, 1995).

Os Streptococcus possuem a forma de cocos. Sdo gram-positivos e podem ser arranjados
em cadeias ou aos pares. Estes microrganismos ndo produzem a enzima catalase (RUOFF et
al., 1999). Sdo anaerdbios facultativos, e a necessidade de CO> durante o periodo de
crescimento é variavel entre as diferentes espécies. E pela fermentacio que a glicose e outros
carboidratos sdo metabolizados, sendo o &cido latico o principal produto final deste
metabolismo (RUOFF et al., 1999). Estes microrganismos ndo produzem enddsporos e sdo
considerados ndo-maveis (KILIAN, 2005)

Esses géneros sdo comumente utilizados como indicadores do funcionamento do trato
gastrointestinal equino, pois o desequilibrio nessas populacdes pode causar danos a saude
animal, como o aumento da fermentacdo gerando excessivas quantidades de acido latico e
consequentemente colicas e laminite (GARNER et al., 1975; DE-FOMBELLE et al., 2001; AL
JASSIM et al., 2005; CRAWFORD et al., 2007; AL JASSIM e ANDREWS, 2009).

Algumas espécies desses géneros sdo também denominadas como probioticas (GUPTA
e GARG, 2009). Probioticos sdo microrganismos que produzem efeitos benéficos no
hospedeiro. Seus mecanismos de a¢do ainda ndo estéo totalmente esclarecidos, embora sugere-
se que estdo diretamente relacionados a saude do trato gastrointestinal, sendo utilizados como
promotores de crescimento, no tratamento de doencas e como imunoestimulantes (COPPOLA
e TURNES, 2004). Um dos mecanismos de acdo seria a exclusdo competitiva, em que o
probidtico competiria com os patogenos por sitios de fixagédo e nutrientes, impedindo sua acao
(CROSS, 2002). A ordem Lactobacillales possui a maioria das bactérias produtoras de &cido
latico comumente utilizadas como probioticos (COSTA et al., 2012a; SCHOSTER et al., 2014).

As populagbes microbianas nos diversos compartimentos do TGI diferem-se entre si.

Na regido fandica do estdmago onde o pH é &cido (mais ou menos 5,4) estdo presentes



23

normalmente de 10% a 10° bactérias/g, sendo as mais presentes Lactobacillus, Streptococcus e
Veillonella gozogenes (FRAPE, 2008). Estudos sobre a populacdo microbiana presente no
estdmago isolaram as bactérias Lactobacillus agilis, Lactobacillus crispatus, Lactobacillus
reuteri e Lactobacillus salivarius na porc¢éo esofagica (YUKI et al., 2000) e na regido fundica,
mais anaerobica, Lactobacillus delbruekii e Lactobacillus salivarius (AL JASSIM et al., 2005).

De-Fombelle et al. (2003) caracterizaram o perfil microbiano e bioguimico dos
diferentes segmentos do trato digestivo de equinos recebendo duas dietas, uma rica em fibras e
a segunda rica em cereais; concluiram que Lactobacillus e Streptococcus colonizam todo o trato
gastrointestinal, porém um efeito da dieta s6 pode ser detectado na porgdo anterior ao ceco onde
a concentracdo de Lactobacillus foi mais elevada no estbmago e ileo e a concentracdo de
Streptococcus foi maior somente no ileo dos cavalos da dieta rica em cereais.

Mackie e Wilkins (1988) enumeraram a microbiota bacteriana anaerdbica do trato
gastrointestinal de equinos e demonstraram que as mucosas € o limen do duodeno, jejuno e ileo
continham entre 10° e 107 bactérias viaveis por mL, sendo que a maioria possuiam atividade
proteolitica. Streptococcus também foram isolados em concentra¢des de 10° e 10° UFC/mL
(DE-FOMBELLE et al., 2003).

Streptococcus bovis e Streptococcus equinus parecem ser as bactérias produtoras de
acido latico predominantes no intestino grosso dos cavalos; ambas sdo homofermentativas,
produzindo apenas L-lactato (ROWE et al., 1994; AL JASSIM e ROWE, 1999).

O ceco e colon possuem as maiores quantidades de bactérias, podendo atingir, em
animais que estdo alimentados, 0,5 x 10°a 5 x 10° células/g de contetido (FRAPE, 2008). No
ceco, estdo presentes principalmente bactérias amiloliticas, celuloliticas, glicoliticas,
hemiceluloliticas, bactérias produtoras e utilizadoras de lactato e proteoliticas (MACKIE e
WILKINS, 1988; AL JASSIM et al., 2005).

De acordo com Julliand et al. (2001), no intestino grosso existe abundancia na populagéo
de bactérias celuloliticas, aproximadamente 10* a 107 UFC/mL. O ceco quando comparado ao
célon exibe a maior concentracdo, indicando que o ceco é provavelmente o principal sitio de
digestdo de fibras. O conhecimento das bactérias que digerem as varias fraces da fibra dos
alimentos em equinos ainda é escasso (BRANDI e FURTADO, 2009).

As BALSs isoladas no intestino grosso de equinos incluem Lactobacillus delbrueckii, L.
salivarius, L. mucosae, L. equi, L. equigenerosi, L. hayakitensis, L. buchneri, L. vitulinus, L.
crispatus, L. johnsonii e L. reuteri (MOROTOMI et al., 2002; AL JASSIM et al., 2005;
MORITA et al., 2007; MORITA et al., 2009).
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Milinovich et al. (2008) avaliaram as mudancas populacionais bacterianas que ocorrem
no ceco equino durante todo o curso da laminite induzida por oligofrutose. Os dados mostraram
que, dentro das espécies de Streptococcus spp. no intestino grosso de equinos, o S. lutetiensis é
0 microrganismo predominante que prolifera antes do inicio da laminite, utilizando oligofrutose
para produzir grandes quantidades de lactato. Concluiram ainda que se esses Streptococcus séo
lisados, componentes celulares libertados podem iniciar a laminite.

Alteracdes dietéticas, como o0 aumento no consumo de concentrado com altos niveis de
carboidratos, podem criar condi¢des favoraveis para o desequilibrio da ecologia microbiana
cecal e colonica (GARNER et al., 1977,1978; AL JASSIM et al.,, 2005; AL JASSIM e
ANDREWS, 2009). Esse desequilibrio e o aumento da fermentagdo microbiana podem
provocar célicas (SHIRAZI-BEECHEY, 2008). Os mesmos fatores sdo apontados como
importantes no desenvolvimento de laminite; portanto, estudos de como essas populagdes
microbianas agem perante a mudancas dietéticas sdo extremamente importantes, pois ajudam a
elucidar os mecanismos de ac¢do dos microrganismos presentes no trato gastrointestinal equino
(MILINOVICH, 2006).

2.6 Técnicas moleculares utilizadas para determinar a diversidade microbiana

Os métodos moleculares tem substituido os metodos convencionais no estudo da
diversidade populacional microbiana, pois contribuem para a rapida identificacdo e
quantificacdo dos microrganismos, muitos dos quais ndo sao cultivaveis nos meios conhecidos
(HASTIE et al., 2008). Aproximadamente 10 a 50% da microbiota gastrointestinal séo
cultivaveis, pois a maioria desses microrganismos possuem exigéncias diferenciadas quanto ao
teor de oxigénio presente no meio, sendo muitos deles anaerdbios estritos, possuindo
necessidades nutricionais especificas e sofrendo interacdes com outras espécies presentes no
ambiente, entre muitos outros fatores (ZOETENDAL et al., 2004).

As técnicas mais frequentemente utilizadas incluem como alvo o gene 16S rRNA que €
utilizado como marcador genotipico pois possui um alto grau de conservagdo, permitindo
assim, a clara diferenciagéo entre Streptococcus, Enterococcus e Lactococcus (JANS et al.,
2012).
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Entre as técnicas, destaca-se a Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) em formato
multiplex (KWON et al., 2004), seguida da anélise de Polimorfismo do Tamanho do Fragmento
de Restricdo (multiplex PCR-RFLP) (JANS et al., 2012).

Al Jassim et al. (2005), estudando a diversidade genética de bactérias produtoras de
acido lactico (excluindo Streptococcus) no trato gastrointestinal equino, concluiram que, apos
a analise RFLP com as enzimas de restricdo Mbol, Hhal e Hinfl e posterior seqlienciamento, a
maioria dos isolados estavam intimamente relacionados com espécies dentro do género
Lactobacillus, incluindo Lactobacillus salivarius, Lactobacillus mucosae e Lactobacillus
delbrueckii.

Morita et al. (2009) detectaram, através da técnica de PCR-eletroforese em gel de
gradiente desnaturante (PCR-DGGE) e analise dos fragmentos de 340 pb dos genes de 16S
rDNA, que L. hayakitensis, L. equigenerosi e L. equi sdo as espécies de Lactobacillus

predominantes na microbiota intestinal de equinos puro sangue saudaveis.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da dieta com niveis crescentes de inclusdo de Farelo de Gluten de milho 21
(Refinazil® sobre as populacdes de Streptococcus spp. e Lactobacillus spp. nas fezes de

equinos.
3.2 Objetivos especificos

Estudar as concentracdes e espécies alvo de Lactobacillus spp. e Streptococcus spp. nas
fezes de equinos recebendo dietas contendo niveis crescentes do coproduto Farelo de Gluten de
Milho 21.

Determinar o melhor nivel de inclusdo do coproduto FGM 21 para a homeostasia dos

microrganismos estudados.

4. MATERIAL E METODOS

Local e delineamento experimental
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O experimento foi conduzido no Setor de Equideocultura, da Prefeitura do Campus de
Pirassununga/SP da Universidade de S&o Paulo-USP, com a utilizacdo de quatro equinos
adultos, sem raca definida, com peso de 445+20 kg e idade média de 2,8 anos, alojados em

baias individuais e dispostos em delineamento quadrado latino 4 x 4.

Dietas experimentais

As dietas experimentais foram formuladas conforme as exigéncias especificadas pelo
Nutrient Requeriments Council of horses (NRC, 2007) para animais em manutencéo,
compostas por 50% da energia proveniente do volumoso (feno de Jiggs) e 50% da energia
proveniente do concentrado (Tabelas 1 e 2). Foram oferecidos, em média, 6,8 kg de feno de
Jiggs e 2,8 kg de concentrado, distribuidos em duas refeicdes diarias, sendo servindo o

volumoso antes do concentrado.

Tabela 1: Composicdo percentual dos concentrados experimentais
Nivel de FGM 21 no concentrado (%)

Ingredientes 0 10 20 30
Milho moido 41 40 37,31 35,01
Farelo de trigo 35 27,66 22,66 17,16
Farelo de soja 9,49 7,66 5,38 3,2
FGM 21 0 10 20 30
Melaco 10 10 10 10
Calcério 2 2 2 2
Sal comum 1,3 1,4 1,4 1,4
Fosfato bicalcico 0,81 0,88 0,85 0,84
Premix vitaminico-mineral* 0,4 0,4 0,4 0,4
Total 100 100 100 100

*Niveis de garantia: Mono6xido de Manganés (11.400,00 mg); Aditivo Antioxidante (25,00 mg); lodato de Célcio
(26,00 mg); Selenito de Sédio (48,00 mg); Vitamina B12 (2.500,00 mcg); Pantotenato de Célcio (1.500,00 mg);
Biotina (20,00 mg); Vitamina B6 (764,00 mg); Cloreto de Colina (12.858,00 mg); Vitamina E (10.000,00 UI/kg);
Vitamina A (1500.000,00 Ul/kg); Vitamina K3 (240,00 mg); Vitamina D3 (150.000,00 Ul/kg); Sulfato de Ferro
(21.780,00 mg); Oxido de Zinco (25.000,00 mg); Sulfato de Cobre (6.250,00 mg); Sulfato de Cobalto (25,00 mg);
Acido Félico (505,00 mg); Niacina (2.512,00 mg); Vitamina B2 (1.250,00 mg).



Tabela 2: Composi¢do quimica dos concentrados e das dietas experimentais

Composi¢do quimica dos concentrados experimentais

Nivel de inclusdo de FGM 21 (%) | Volumoso

Nutriente (%) 0 10 20 30 Feno Jiggs
Matéria seca 88,06 88,68 89,04 89,42 89,52
Matéria organica 90,42 91,06 90,70 90,73 93,64
Matéria Mineral 9,58 8,94 9,30 9,27 6,36
Proteina Bruta 15,01 16,02 1545 14,50 12,00
Extrato Etéreo 3,00 3,09 3,19 3,21 0,90
Extrativo ndo nitrogenado 51,13 49,46 47,81 45,01 8,74
Fibra em detergente neutro 21,28 22,49 24,25 28,01 72,00
Fibra em detergente acido 574 6,31 6,50 7,14 30,04
Hemicelulose 1554 16,18 17,75 20,87 41,97
Celulose 4,47 4,78 5,35 5,97 25,88
Energia Bruta (kcal/kg) 3963,0 3987,0 3952,0 4034,0 4275,0
Amido 3593 34,01 3350 32,88 4,88

Composi¢do quimica das dietas experimentais

Matéria seca 88,79 89,10 89,28 89,47
Matéria organica 92,03 92,35 92,17 92,19
Matéria Mineral 7,97 7,65 7,83 7,82

Proteina Bruta 1351 14,01 13,73 13,25
Extrato Etéreo 1,95 2,00 2,05 2,06

Extrativo ndo nitrogenado 29,94 29,10 28,28 26,88
Fibra em detergente neutro 46,64 47,25 48,13 50,01
Fibra em detergente acido 17,89 18,18 18,27 18,59
Hemicelulose 28,76 29,08 29,86 31,42
Celulose 15,18 15,33 15,62 15,93
Energia bruta (kcal/kg) 4119 4131 411355 41545

Amido 20,41 19,45 19,43 20,10




28

Amostras fecais

O experimento foi realizado durante 72 dias, dividido em periodos de 15 dias, com 10
dias de adaptacéo a dieta e 4 dias de coleta total de fezes. Ao final do protocolo foi gerada uma
amostra composta de cada animal. Para a deteccdo e enumeracdo de Streptococcus spp. e
Lactobacillus spp., duzentos (200) grs de fezes foram coletadas da amostra composta. As
amostras foram acondicionadas em sacos plasticos e caixas de isopor e levadas imediatamente
para analise no Laboratério de Higiene Zootécnica do Departamento de Medicina Veterinaria

da FZEA-USP

Mensurac¢ao do pH

Em experimento coexistente realizado por Correa et al. (2015), o pH das fezes foram
mensurados. As amostras foram coletadas durante os quatro dias de coleta de fezes em sacos
plasticos, e encaminhadas, imediatamente para o laboratério, onde foi mensurado o pH através
de pHmetro de bancada, introduzindo o pHmetro diretamente nas fezes frescas, e utilizando as
primeiras fezes do dia.

Contagens de Lactobacillus spp. e Streptococcus spp. nas fezes

As concentragdes de Streptococcus spp. e Lactobacillus spp. foram determinadas pela
técnica de espalhamento em superficie (spread plate), onde 10 g de cada amostra fecal foi
homogeneizada em 100 mL de agua de peptona tamponada estéril a 0,1% e 0,1 mL das aliquotas
foram plaqueadas (em duplicata) em placas de Petri nas diluicdes seriais de 10 a 10, em KF
Streptococcus 4gar (Merck®), contendo 1% de 2,3,5-Trifeniltetrazélio cloreto (TCC) para
Streptococcus spp., € em Agar Lactobacillus MRS (M641) (Himedia®) para Lactobacillus spp.
Apdbs a semeadura das placas, estas foram incubadas em estufa a 38° C, por 48 horas, em jarras
de anaerobiose (BBL GasPak Systems, BD, EUA). Apds a incubagdo, a concentragdo das
bactérias (UFC/g) foi determinada nas dilui¢cdes correspondentes ao crescimento de 25 a 250

colonias por placa.
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Extracdo do DNA

Para a extracdo de DNA foi utilizada metodologia modificada a partir de Fang e
Hedin (2003). Nas placas correspondentes as diluicdes utilizadas para contagem, foram
selecionadas, ao acaso, 10 col6nias por amostra que foram transferidas individualmente para
microtubos com 1mL de caldo BHI, mantidos sob agitacdo overnight. Na sequéncia, 0S
microtubos foram centrifugados a 14000 x g por 10 min, a temperatura ambiente. Em seguida,
0 sobrenadante de cada microtubo foi removido e o sedimento ressuspendido em 100 pL de
agua ultrapura. Posteriormente, cada amostra foi incubada a 95°C, por 10 min, e depois
centrifugada por 2 min a 20800 x g, a temperatura ambiente. O sobrenadante foi coletado,
quantificado e congelado a -20°C para ser utilizado como substrato para as reacdes de PCR.
As quantificacdes (ng/pL) foram realizadas em espectrofotdmetro (DS-11, DeNovix,

EUA), segundo a razéo de absorbancia Azeo/A2s0. Como branco foi utilizado agua MilliQ.

PCR Multiplex de Lactobacillus spp.

Para as reacdes de PCR para Lactobacillus spp. foi utilizado o kit GoTag® Colorless
Mastermix 2X (Promega, EUA), segundo recomendagdes do fabricante. Os primers utilizados
foram os descritos por Kwon et al. (2004) (Tabela 3). Em cada reacéo, 12,5 pL de GoTaq®
Colorless Mastermix 2X foi misturado a 1,0 puL de cada primer (IDLO3R, IDLO4F, IDL11F,
IDL22R, IDL31F, IDL42R, IDL52F, IDL62R e IDL73), juntamente com 1,0 uL da amostra e
2,5 UL de agua livre de nucleases. Como controle negativo, foi utilizada aliquota de agua livre
de nucleases. O protocolo de termociclagem empregado (Swift™ MaxPro Thermal Cycler,
Esco Technologies Inc., EUA) compreendeu: desnaturacao inicial a 94°C por 2 minutos e, em
seguida, 35 ciclos de 94°C por 20 segundos, 51°C por 40 segundos e 68°C por 30 segundos,
sendo a extensdo final dada a 68°C por 7 minutos. Os produtos de PCR foram, na sequéncia,
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5% em tampéao Tris-Acetato/EDTA (TAE 1X),
num volume de 8 puL de amostra adicionados de um volume de 2 uL de Blue/Orange Loading
Dye (Promega, EUA). Na sequéncia, o gel foi submetido a coloragdo em solugio de SYBR®
Gold nucleic acid gel stain (Life Technologies, EUA) e, posteriormente, observado a luz UV,
utilizando-se sistema de fotodocumentacdo L-Pix ST e software L-Pix Image (Loccus
Biotecnologia, Brasil). O tamanho dos amplicons foi determinado pela comparagéo do padréo
de migracéo eletroforética com o uso de um marcador de peso molecular de 100 pb (Promega,
EUA).
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Tabela 3. Primers utilizados nas reagdes multiplex PCR para Lactobacillus spp.

Segmento-  Produto

Bactéria Primer Sequencia (5'-3") .
alvo (pb)
Lactobacillus  IDLO3R CCACCTTCCTCCGGTTTGTCA 1178-1198 -
Lactobacillus IDLO4AF  AGGGTGAAGTCGTAACAAGTAGCC 1499-1522 -
Grupo L. casei IDL11F TGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCG 472-495 727

L.acidophilus IDL22R  AACTATCGCTTACGCTACCACTTTGC 2079-2104 606
L.delbrueckii  IDL31F CTGTGCTACACCTAGAGATAGGTGG 1015-1039 184
L.gasseri IDL42R ATTTCAAGTTGAGTCTCTCTCTC 1748-1770 272
L.reuteri IDL52F  ACCTGATTGACGATGGATCACCAGT 94-118 1105
L.plantarum  IDL62R CTAGTGGTAACAGTTGATTAAAACTGC  1900-1926 428
L.rhamnosus IDL73R  GCCAACAAGCTATGTGTTCGCTTGC 1922-1946 448

PCR-RFLP para Streptococcus spp.

Para as reacdes de PCR-RFLP para Streptococcus spp. foi utilizado o kit GoTag®
Colorless Mastermix 2X (Promega, EUA), segundo recomendacdes do fabricante. Os primers
utilizados foram descritos por Jans et al. (2012) (Tabela 4). Trés perfis de RFLP sdo
distinguidos com o conjunto de primers, sendo Grupo 1: As espécies de S. gallolyticus e S.
alactolyticus; Grupo 2: S. bovis, S. infantarius e S. infantarius subsp. coli (=S. lutetiensis) e
Grupo 3 contendo apenas a espécie S. equinus. Como controle negativo, foi utilizada aliquota
de agua livre de nucleases.

O protocolo de termociclagem empregado (Swift® MaxPro Thermal Cycler, Esco
Technologies Inc., EUA) compreendeu desnaturacdo inicial a 95°C por 3 min, e, em seguida,
35 ciclos de 95°C por 30 seg, 62°C por 30 seg e 72°C por 60 seg, sendo a extensdo final dada
a 72°C por 7 minutos. Os produtos de PCR foram, na sequéncia, submetidos a eletroforese em
gel de agarose a 1,5% em tampé&o Tris-Acetato/EDTA (TAE 1X) e submetidos a coloracao e
foto-documentados como descritos para Lactobacillus spp. Os produtos de PCR obtidos foram
entdo purificados com o kit GFX DNA Purification® (GE Healthcare, EUA), de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Os produtos purificados foram digeridos a 37°C por 2 horas, hum

volume final de 11,5 pL, sendo as enzimas utilizadas numa concentrago final de 2 e 3UpL™?
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para Xbal e Msel, respectivamente. As digestdes foram realizadas separadamente para Xbal e
Msel, em aliquotas do produto de PCR purificado apresentando os padrfes de bandas descritos
por Jans et al. (2012) (tabela 5).

Os produtos de PCR apds a reacdo de digestdo foram na sequéncia, submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 2% em tampé&o Tris-Acetato/EDTA (TAE 1X), em seu volume
total adicionado de 2 pL de Blue/Orange Loading Dye (Promega, EUA).

O gel de agarose foi submetido & coloragdo em solucio de SYBR® Gold nucleic acid
gel stain (Life Technologies, EUA) e, posteriormente, observado a luz UV, utilizando-se

sistema de fotodocumentacdo L-Pix ST e software L-Pix Image (Loccus Biotecnologia, Brasil).

Tabela 4. Primers utilizados nas reacdes de multiplex PCR para amplificacdo parcial do

gene 16S rRNA do complexo Streptococcus bovis/Streptococcus equinus (SBSEC).

Nome Orientagéo Sequéncia (5°-3°) Produto (pb)
16S-SBSEC-fw Senso ATAACAGCATTTAACCCATGTTAG
16S-SBSEC-3-fw  Senso CATAACAGTGTTTAACACATGTTAG
16S-SBSEC-4-fw  Senso GCATAATAGTGTTTAACACATGTTAG 1100
165-SBSEC-5-fw  Senso ATAACAGCTTTTGACACATGTTAG
16S-inf-rev Antissenso CTTTAAGAGATTTGCTTGCCG

Tabela 5. Padrdes de banda apds digestdo pelas enzimas de restricdo Xbal e Msel

Grupo/Espécie Enzima de restricao Tamanho do Fragmento (pb)
. Xbal
S. equinus, 278,842
. Xbal
Grupo S. gallolyticus 278, 842
. Msel
S. equinus 16, 17, 46, 88, 136, 152, 253, 411
. Msel .
Grupo S. gallolyticus 117-28", 88, 136, 196, 227, 411
e . Msel
2Grupo S.bovis/S.infantarius 16, 17, 46, 88, 136, 152, 253, 411

1 Trés bandas entre 17 e 28 pb
2 A diferenciacdo para S. bovis é dada pela auséncia de banda apds a reagdo de digestdo pela enzima Xbal.
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Anélise estatistica

A anélise estatistica empregada para a enumeragdo dos grupos bacterianos estudados foi
ANOVA a 5% de significancia e para a analise da deteccdo ao nivel de espécie foi realizado o
teste x2 (qui-quadrado) nas proporgoes, utilizando-se o nivel de significancia de 5% (0=0,05)
através do Software SAS® versio 9.3. Para a conversdo do niimero de UFC em log foi utilizado
o software Excel do pacote Office (Microsoft®).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dietas com niveis crescentes de inclusdo de FGM 21 ndo causaram efeitos (p>0,05)
sobre as concentracfes das populagdes de Lactobacillus (p = 0,9820) e Streptococcus (p =
0,3570). Em experimento concomitante, Correa et al. (2015) também nédo observaram efeito
das dietas (p>0,05) sobre a cor e consisténcia, concentracdo de acidos graxos de cadeia curta
(predominéancia de acetato) e caracteristicas fisico-quimicas das fezes (pH-6,7), reforcando os
resultados obtidos para a composi¢do microbiana.

Quando se testa a inclusdo de novo ingrediente na dieta, espera-se que este modifique o
minimo possivel as condi¢cdes metabolicas do animal, conforme observado na presente pesquisa
e anteriormente também por Al Jassim e Andrews (2009), para 0s quais a homeostasia no trato
gastrointestinal equino € muito sensivel a mudancas dietéticas, sendo que as alteracdes nos
ingredientes constituintes das dietas podem ocasionar mudangas nas populacgdes bacterianas.

Corroborando os dados obtidos neste trabalho, Brokner et al. (2012) citam que as
bactérias fermentadoras de fibras apresentam melhor desempenho em pH 6,7, mesmo valor
observado em trabalho coexistente, sugerindo que o ambiente do trato gastrointestinal estava
favoravel a atuacdo deste grupo de bactérias em detrimento das BALs. Para Schwartzkopf-
Genswein et al. (2003), o aumento da inclusdo de concentrado na dieta fornece uma maior
disponibilidade de carboidratos ndo fibrosos, como amido e acucares, favorecendo a
proliferacdo das bactérias amiloliticas, produzindo consequentemente quantidades excessivas
de AGCCs pela fermentagdo desses carboidratos. Alternativamente, como sugerido por
Lindberg e Karlsson. (2001) e salientando a importancia dos resultados aqui obtidos, a
substituicdo de cereais ricos em amido do concentrado por ingredientes alternativos ricos em
fibras de facil fermentacdo pode diminuir os riscos de problemas relacionados com a

fermentagdo do amido no intestino grosso.
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Analisando-se conjuntamente os resultados, sugere-se que a dieta proposta obteve éxito
ao diminuir o aporte de amido para o IG e com isso as BALs ndo possuiram substrato para
desenvolvimento significativo. Inferéncia similar a proposta por Hansen et al. (2015), ao
avaliarem duas dietas a base de feno e feno acrescido de aveia inteira, quando verificaram que
a dieta de feno foi associada com um maior nivel de diversidade e estabilidade temporal da
microbiota cecal quando comparado com a dieta de feno e aveia inteira e que a disponibilidade
de nutrientes ndo s6 muda a composicdo mas também a ecologia da microbiota cecal.

Né&o foi observado efeito (P>0,05) dos niveis de inclusdo de FGM 21 sobre a populacédo
de Lactobacillus e Streptococcus nas fezes (tabela 6), dados que concordam com De-Fombelle
et al. (2003) que caracterizaram o perfil microbiano e bioquimico dos diferentes segmentos do

trato gastrointestinal (TGI).

Tabela 6: Populacédo de Lactobacillus e Streptococcus expressos em Logio UFC/g de fezes (peso

humido) de cavalos recebendo dietas com niveis crescentes de Farelo de Glaten de Milho 21.

Nivel de FGM 21 no concentrado (%)

Grupo de microrganismo 0 10 20 30 *Média*.DP
Lactobacillus 8,04 8,08 8,04 8,11 8,07+0,03
Streptococcus 7,15 7,10 7,23 7,09 7,14+0,06

*Média £ desvio padrdo

As espécies-alvo de Lactobacillus spp. estudadas no presente trabalho sdo consideradas
probidticas e exercem efeitos benéficos no hospedeiro como imunoestimulantes, e no
tratamento de doencas, entretanto seus mecanismos de acao ndo estdo totalmente esclarecidos,
embora sugere-se que estdo diretamente relacionados a satde do trato gastrointestinal (KWON
et al., 2004; COPPOLA e TURNES, 2004).

Dentro das dietas oferecidas para os animais, foram detectadas quatro espécies alvo,
sendo elas: L. delbruekii, L. rhamnosus, L. acidophilus e L. gasseri, com predominancia de L.

rhamnosus (Tabela 7).
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Tabela 7. Distribuicdo das espécies de Lactobacillus spp. nas fezes de cavalos recebendo dietas
contendo niveis crescentes de Farelo de Gluten de Milho 21 expressos em % de isolados

identificados

Nivel de inclusdo de Farelo de Gluten de Milho

Espécie p-Valor
0% 10% 20% 30%

L. delbruekii 20,00 25,00 15,00 5,00 0,0925

L. rhamnosus 60,00 50,00 55,00 62,50 0,6815

L. acidophilus 7,50 7,50 7,50 15,00 0,5753

L. gasseri 5,00 0,00 0,00 0,00 0,1080

Negativo 7,50 17,50 22,50 17,50 0,3220

A manutencdo da concentracdo das bactérias estudadas € uma caracteristica que pode
ser ressaltada, uma vez que o desequilibrio poderia ocasionar uma possivel colonizagdo por
bactérias patogénicas. Nesse sentido, o probidtico competiria com os patégenos por sitios de
fixacdo e nutrientes (exclusdo competitiva), impedindo a acdo dos mesmos (CROSS, 2002),
conforme observado por Harlow et al. (2013). Pesquisa semelhante foi realizada por Weese et
al. (2004) que isolaram espécies de Lactobacillus a partir de cavalos das quais Lactobacillus
pentosus (WE7) demonstrou inibir Salmonella, C. difficile e C. perfringens in vitro, sugerindo
efeitos benéficos, reforcando os resultados obtidos.

As espécies-alvo de Streptococcus spp. estudados no presente trabalho fazem parte do
complexo Streptococcus bovis/Streptococcus equinus (SBSEC) e possuem caracteristicas
importantes a serem destacadas como a capacidade de fermentar amido pela espécie
Streptococcus bovis, caracteristica ndo existente na espécie Streptococcus equinus (AL
JASSIM e ROWE, 1999). Este fato reforca o encontrado no presente estudo, pois a espécie
Streptococcus equinus foi a predominante nas fezes dos animais recebendo dietas alta fibra,
portanto a dieta ndo disponibilizou grandes quantidades de amido para ser fermentado no
intestino grosso, sendo uma alternativa segura para esses animais. Nao foi observado efeito de
dieta (p>0,05) para os grupos S. bovis/S. infantarius e S. gallolyticus, entretanto houve diferenca
(P<0,05) na espécie Streptococcus equinus a qual apresentou maiores concentracdes na dieta
com 10% de inclusdo FGM 21 enquanto que os menores valores foram encontrados na dieta
com 0%. (Tabela 8)



35

Tabela 8. Distribuicéo das espécies de Streptococcus spp. nas fezes de cavalos recebendo dietas
contendo niveis crescentes de Farelo de Gluten de Milho 21 expressos em % de isolados

identificados

Nivel de inclusdo de Farelo de Gluten de Milho

Espécie p-Valor
0% 10% 20% 30%

Negativo 82,50 67,50 75,00 70,00 0,4382

Grupo S. bovis/S.infantarius 7,50 0,00 5,00 5,00 0,4172

“S. equinus 7,50° 32,50° 20,00 25,007 0,0477

Grupo S. gallolyticus 2,50 0,00 0,00 0,00 0,3887

“Letras mintsculas na mesma linha diferem-se entre si (p< 0,05).

Segundo Al Jassim e Rowe (1999), Streptococcus bovis e Streptococcus equinus sdo as
bactérias produtoras de &cido latico predominantes no intestino grosso dos cavalos. Ambas séo
homofermentativas, produzindo apenas L-lactato (ROWE et al., 1994). Dado semelhante foi
reportado por Endo et al. (2007), avaliando a diversidade e composicéo do grupo Lactobacillus,
Streptococcus e Bifidobacterium nas fezes de seis cavalos Puro Sangue Inglés saudaveis, ao
detectarem que, em quase todas as amostras testadas, Streptococcus bovis e Streptococcus
equinus foram predominantes dentro do grupo Streptococcus, sendo os valores encontrados
para o género de 8,50 Logio células/g de fezes, superior ao encontrado na presente investigacao.
No presente estudo, o género Lactobacillus apresentou maiores concentragdes quando

comparado ao complexo SBSEC (Tabela 9).

Tabela 9. Distribuicdo de bactérias dos géneros Lactobacillus e Streptococcus nas fezes de

cavalos recebendo dietas com niveis crescentes de Farelo de Gliten de Milho 21

Nivel de inclusdo de Farelo de

Género Gluten de Milho P
Valor
N* 0% 10% 20% 30%
Streptococcus 42 17,50 32,50 25,00 30,00 0,4382
Lactobacillus 134 92,50 8250 7750 8250 0,3220

*N= nUmero de amostras positivas consideradas para a analise estatistica

Vaérios estudos estdo focados nas diferencas entre populagdes microbianas em situagdes
de sobrecarga de carboidratos ou laminite induzida (GARNER et al., 1978; AL JASSIM et al.,
2005; MILINOVICH et al., 2008, 2010; MOREAU et al., 2014); no entanto, sdo igualmente
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necessarias investigacdes de como essas popula¢es se comportam perante a outras mudancas
dietéticas, como a inclusdo de ingredientes alternativos no concentrado, uma vez que se busca
cada vez mais a melhoria na produtividade dos animais associada a alimentacéo adequada que

supra as exigéncias de cada categoria de forma segura.

6. CONCLUSOES

Dietas com inclusdo do coproduto FGM 21 (superfibra), até o nivel de 30% no
concentrado, ndo promovem alteragdes na populagdo microbiana fecal dos géneros
Lactobacillus e Streptococcus em equinos, inferindo-se a manutencdo da homeostase de BALS
no trato intestinal.

O melhor nivel de inclusdo do coproduto foi 10 %, visto que este nivel apresentou uma
maior concentracdo da espécie S. equinus quando comparado a espécie S. bovis (fermentadora

de amido), a qual se apresentou inexistente neste nivel de incluséo.

7. COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Este estudo foi aprovado pela comiss&o de Etica em Pesquisa da Faculdade de Zootecnia
e Engenharia de Alimentos da Universidade de S&o Paulo sob o nimero de processo
14.1.563.74.4, estando de acordo com os principios éticos de experimentagdo animal.

8. CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo demonstra a eficacia da inclusdo do coproduto Farelo de Gluten de Milho
21 no concentrado para equinos como uma alternativa para diminuir o aporte de amido na dieta
e manter os numeros de Lactobacillus e Streptococcus em concentrages que ndo prejudiquem
a homeostase microbiana e a fermentacdo no intestino grosso. Entretanto, futuras pesquisas com
outras populacdes microbianas, como as bactérias fibrinoliticas, poderdo contribuir para a

melhor compreensdo da diversidade microbiana taxondmica e funcional do TGI de equinos.
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APENDICE

APENDICE A: Placas de Petri com meio de cultura KF exibindo coldnias de Streptococcus spp.

Fonte: Prépria autoria

APENDICE B: Placas de Petri com meio de cultura MRS exibindo coldnias de Lactobacillus spp.

Fonte: Prépria autoria
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APENDICE C- Fotografia de gel de agarose a 1,5% ilustrando amplicons obtidos a partir
de amplificacéo parcial do gene 16S rRNA de Lactobacillus spp.

500 pb ——»

200 pb —»

Figura 1. Fotografia de gel de agarose a 1,5% corado com SYBR® Gold, sob
luz UV, ilustrando amplicons obtidos a partir de técnica de multiplexPCR
para deteccdo de fragmentos gendmicos do gene 16S rRNA de Lactobacillus
spp. (1) Marcador de tamanho molecular de 100 pb. Amostras 2, 3, 4, 6, 7,
9,10, 11 e 13: L. rhamonosus. Amostra 5: L. delbruekii. Amostras 8 e 12: L.
acidophilus. Amostra 14: controle negativo.
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APENDICE D- Fotografia de gel de agarose a 1,5% ilustrando amplicons obtidos a partir
de amplificacéo parcial do gene 16S rRNA de Lactobacillus spp.

500 pbp —»
300 pp —»

Figura 2. Fotografia de gel de agarose 1,5% corado com SYBR® Gold, sob
luz UV, ilustrando amplicons obtidos a partir de técnica de multiplexPCR
para deteccdo de fragmentos gendmicos do gene 16S rRNA de Lactobacillus
spp. (1) Marcador de tamanho molecular de 100 pb. Amostras 2, 3, 4, 6, 7,
8, 9, 10, 11 e 13: L. rhamnosus. Amostra 5: L. gasseri. Amostra 12: sem
banda detectada. Amostra 14: controle negativo.
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APENDICE E- Fotografia de gel de agarose a 1,5% ilustrando amplicons a partir de
amplificacéo parcial do gene 16S rRNA de Streptococcus spp.

1100 pb —>

Figura 3. Fotografia de gel de agarose a 1,5% corado com SYBR® Gold, sob
luz UV, ilustrando amplicons obtidos a partir de técnica de multiplexPCR para
deteccdo de fragmentos gendmicos do gene 16S rRNA de Streptococcus. (1)
Marcador de tamanho molecular de 100 pb. Amostras 4, 5, 7, 10, 11, 12, 15 ¢
17 amostras de Streptococcus, (20) Controle negativo.
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APENDICE F- Fotografia de gel de agarose a 2,0 % ilustrando produtos da digestdo pela
enzima de restricdo Xbal sobre fragmentos parciais do gene 16S rRNA de Streptococcus

Spp.

842 pb —»

278 pbp —»

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figura 4. Fotografia de gel de agarose 2,0 % corado com SYBR® Gold, sob
luz UV, ilustrando amplicons obtidos a partir de técnica de multiplexPCR-
RFLP para deteccdo de fragmentos genémicos do gene 16S rRNA de
Streptococcus spp, digeridos pela enzima de restri¢do Xbal. (1) Marcador de
tamanho molecular de 100 pb. Amostras de 2 a 11: padrdo de bandas de
Streptococcus equinus ou Grupo Streptococcus gallolyticus; amostra 12:
controle negativo.
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APENDICE G- Fotografia de gel de agarose a 2,0 % ilustrando produtos da digestdo pela
enzima de restricdo Msel sobre fragmentos parciais do gene 16S rRNA de Streptococcus

Spp.

500 pb —»

Figura 5. Fotografia de gel de agarose 2,0 % corado com SYBR® Gold, sob luz
UV, ilustrando amplicons obtidos a partir de técnica de multiplexPCR-RFLP para
deteccdo de fragmentos gendmicos do gene 16S rRNA de Streptococcus spp.,
digeridos pela enzima de restricdo Msel. (1) Marcador de tamanho molecular de
100 pb. Amostra 2: Grupo Streptococcus gallolyticus; amostras 3, 4,5, 6,7, 8¢ 9:
padrédo de bandas de Streptococcus equinus. Amostra 10: controle negativo.
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