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RESUMDPO

Objetivo: analisar através de biologia molecular a diversidade da microbiota da juncdo ileocecal antes e ap6s a resseccdo da valvula
ileocecal e reconstrucdo do transito com e sem a criagdo de “neoesfincter”. Métodos: Os animais foram distribuidos em dois
grupos: Grupo A (n=7) com resseccao da valvula ileocecal e anastomose ileocélica término-terminal em plano unico, e Grupo B (n=7)
com resseccao da valvula ileocecal e anastomose ileocdlica término-terminal em plano Unico e confeccdo do esfincter artificial.
Reoperados com 20 dias coletou-se novamente contetdo intraluminar do ileo e do célon. Das amostras coletadas, extraiu-se DNA
para reacdo de PCR-DGGE. Os padroes de bandas eletroforéticas , gerados na reacao, foram submetidos ao programa Bionumerics
para andlise da similaridade e da diversidade da microbiota. Resultados: a diversidade da microbiota foi maior e em mais amostras
do ileo do que as do célon. O grupo com a valvula apresentou os maiores valores e variagdes no célon de 2,11 a 2,93. Em trés animais
de cada grupo estabeleceu-se comparacdo da similaridade e ndo se assemelharam ao controle. Conclusdo: a resseccdo da vélvula

ileocecal levou a mudancas da microbiota ileal e, com a criacao de novo esfincter, as variacbes foram maiores.

Descritores: Intestinos. Canal anal. Valva ileocecal. Reacdo em cadeia da polimerase. Biologia molecular.

INTRODUCAO

juncéo ileocecal é uma estrutura muscular com fun-

cao de esfincter'. Regula o fluxo ileal para o ceco,
contribuindo para o processo absortivo. Dificulta o refluxo
cecoileal reduzindo a colonizacdo do ileo por bactérias do
célon?3,

A perda anatébmica e/ou funcional da regido
ileocecal cursa com quadro de disbiose. Trata-se do
supercrescimento bacteriano de espécies fora dos seus res-
pectivos sitios habituais. A manifestacao clinica da disbiose
corresponde a sindrome disabsortiva*®.

O sistema digestorio é colonizado por mais de
30.000 espécies de bactérias, sendo mais de 60% nao cul-
tivaveis fora do ambiente intestinal por técnicas convenci-
onais. Com o emprego de novas técnicas de biologia
molecular, como extracado de DNA e reacdo em cadeia de
polimerase (RCP), tem-se demonstrado sucesso na identifi-

cacdo de microrganismos, principalmente, os nao cultiva-
veis ou que nao sobrevivem as técnicas de transporte e
estocagem para o cultivo®®,

A criacao de valvulas ou esfincteres artificiais
no intestino busca reduzir a velocidade do transito e im-
pedir o refluxo do contetdo col6nico para o intestino
delgado. Vérias técnicas foram descritas, tais como,
constricdo externa, por meio de anel ou sutura,
intussuscepcao segmentar do intestino, tunelizacao
submucosa, miectomias, seromiectomias ou por
seromiotomias. Essas técnicas sdéo empregadas para re-
duzir as manifestacbes clinicas de situacdes como a
sindrome do intestino curto®®'>. A partir da modificacao
da técnica de Lazaro da Silva'®", Rena et al. criaram
valvula artificial em 20 pacientes, com bons resultados.
Usaram duas seromiotomias circunferenciais, com anel
seromuscular intermediario sepultado constituindo um
piloro com inervacao intrinseca preservada'®.

Trabalho realizado no Programa de Pés-Graduacao em Ciéncias Aplicadas a Cirurgia e Oftalmologia da Faculdade de Medicina da Universidade
Federal de Minas Gerais. Realizado com a contribuicdo do Centro de Biologia e Reproducao do Biotério da Universidade Federal de Juiz de Fora
e do Departamento de Microbiologia Industrial BIOAGRO da Universidade Federal de Vigosa.
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A proposta desse trabalho experimental foi ana-
lisar através de biologia molecular a diversidade da
microbiota da juncdo ileocecal antes e apds a resseccdo
da valvula ileocecal e reconstrucdo do transito com e sem
a criacdo de “neoesfincter”.

METODOS

Foram utilizados 14 ratos Wistar (Rattus
norvegicus albinusmachos com seis meses de vida, da co-
|6nia do biotério do Centro de Biologia da Reproducao
(CBR), da Universidade Federal de Juiz de Fora - MG. Este
centro é cadastrado no Colégio Brasileiro de Experimenta-
cao Animal. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
na Experimentacao Animal da Pré-Reitoria de Pesquisa da
Universidade Federal de Juiz de Fora, MG, Brasil sob o n°
02/2010.

Os animais foram distribuidos em dois grupos:
Grupo A (n=7) com resseccao da vélvula ileocecal e
anastomose ileocélica término-terminal em plano Unico, e
Grupo B (n=7) com resseccdo da valvula ileocecal e
anastomose ileocolica término-terminal em plano Unico e
confeccao do esfincter artificial pela técnica de Rena et
al.’s.

Os animais ficavam alojados em gaiolas de
polipropileno, com maravalhas selecionadas, mamadeira
para dgua e cocho para racao. As gaiolas estavam em
armarios climatizados, com controle de temperatura,
luminosidade, umidade e troca de ar programado. No pré-
operatorio os animais permaneceram em jejum para soli-
dos de seis horas, porém era oferecida 4gua com acucar
(59/100ml) ad libitum. Apo6s pesados, os animais eram
anestesiados. A técnica anestésica, idéntica entre os gru-
pos, constituiu-se de injecao intraperitoneal de 10mg/kg
de xilazina, associadas a 90mg/kg de ketamina. Durante o
periodo pds-operatoério, 0s animais eram mantidos em gai-
olas e ambiente apropriados e recebiam apenas dgua no
primeiro dia de pos-operatério. Nos dois dias seguintes,
recebiam racao triturada e umedecida em agua. No quar-

to dia a alimentagdo pastosa era substituida por racao
peletizada'™.

Na primeira intervencdo cirlrgica, certificado o
plano anestésico, realizava-se antissepsia da area do ab-
dome com alcool a 70°GL. Sob rigorosa técnica asséptica,
executava-se uma incisao longitudinal mediana, de 3cm,
na linha média do abdome abrangendo pele e tela subcu-
tanea. Os musculos eram separados no plano mediano e a
cavidade peritoneal era alcancada; o segmento ileocélico
identificado era exteriorizado da cavidade peritoneal. O
pediculo vascular ileocecocélico era ligado com fio
inabsorvivel (Nylon 4.0), junto a face mesentérica. A se-
guir, era seccionado o ileo terminal, a 2cm da juncao
ileocecal, para coleta do contetido entérico em tubo este-
rilizado. A quantidade coletada dependia do contetido que
ali se encontrava. Ressecava-se o segmento do ileo de-
marcado pela isquemia, o ceco e 2cm do colo ascendente.
Da extremidade do colo, também, era coletado contetdo
intraluminar em volume aproximado com o do ileo, reser-
vado em outro tubo estéril (Figura 1 A). Os tubos eram
identificados com o numero do animal e o segmento de
origem do material e armazenado em refrigeracao a -4°C.

No grupo A realizou-se a anastomose ileocélica
término-terminal e fechamento da cavidade (Figura 1 B).

No grupo B, ap6s a anastomose término-terminal,
confeccionou-se o esfincter artificial conforme a técnica de
Rena et al'8, 5cm a montante da anastomose, sendo que,
entre as seromiotomias distal e proximal, o anel seromuscular
possuia 2mm de extensao (Figura 2 A, B, C e D).

Os animais foram acompanhados por um perio-
do de 20 dias e submetidos a segunda intervencao cirurgi-
ca. Sob a mesma técnica e dose anestésica foram
posicionados para a abertura da cavidade peritoneal e li-
beracdo de aderéncias a regido que envolvia a anastomose
ileocdlica ficou exposta para enterotomia e coleta de amos-
tras de conteddo intraluminal do segmento do célon e seg-
mento ileal pré-anastomose nos grupos A e B. Também foi
coletada amostra no segmento intermediario entre a
anastomose e a valvula do grupo B, sob as mesmas condi-
¢oes de rigorosa técnica asséptica (Figura 3 A e B).

Figura 1 -

término-terminal.

A- Local no segmento ileocecocélico onde foi colhido o conteudo intraluminar intestinal (setas); B- Inicio da anastomose ileocdlica
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As amostras de contetdo intraluminal coletadas
com espatula e tubo estéreis individuais foram identificadas
por numero do animal e segmento a que pertenciam e
conservadas em refrigeracdo a -4°C. Posteriormente, fo-
ram transferidas para o Laboratério de Microbiologia In-
dustrial do Departamento de Microbiologia no Instituto de

Biotecnologia Aplicada a Agropecudria da Universidade
Federal de Vicosa, para andlise molecular da microbiota
pelo método PCR-DGGE.

A amostra controle foi determinada a partir da
retirada e transferéncia do volume de 0,02g do contetido
dos segmentos do ileo e dos segmentos do célon, dos sete

Figura 2 -

A- Marcacao do local das seromiotomias com fio de seda a 5cm da anastomose, B- anel seromuscular de 2mm entre as

seromiotomias proximal SP e distal SD,; C- sutura com pontos separados da borda distal da seromiotomia distal com a borda
proximal da seromiotomia proximal; D- término da confeccao do esfincter (EA) anastomose (seta)

Grupo A '

Figura 3 -
intermediario (SI).

Representacdo da regiao onde foi coletada a amostra de conteudo Intraluminal: anastomose (seta), valvula (V), segmento
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animais de cada grupo, na primeira intervencao, adiciona-
dos em outro tubo, totalizando quatro amostras. Do con-
tetido entérico de cada frasco da segunda intervencao, foi
separada uma amostra de 0,150g correspondente a cada
segmento, gerando 35 amostras. Dessa forma, foram obti-
das 39 amostras para extracao do DNA, distribuidas con-
forme os grupos, os animais e o segmento da coleta do
conteldo intraluminar.

O DNA bacteriano total foi extraido a partir das
39 amostras, utilizando o QIAamp DNA Stool Mini kit. As
amostras de DNA extraidas foram analisadas em gel de
agarose 0,8% em tampao TAE 1X [Tris-HCl 40mM, acido
acético 20mM e EDTA TmM (pH 8,3)]. Apds a eletroforese,
o gel foi mantido sob agitacdo em solucao de brometo de
etidio (0,251gmL")?°. A quantificacdo realizada em
Nanodrop 2000. O DNA extraido foi submetido a visibilizacao
em sistema de digitalizacdo de imagem.

Do DNA extraido das amostras, fragmentos do
gene codificador dos rRNAs16S de eubacterias foram
amplificados pela reacdo em cadeia de polimerase utili-
zando os primers especificos 1392R e 27F e condicdes da
reacao?' (Tabela 1). Os amplicons resultantes da amplifica-
cdo por RCP foram analisados em gel de agarose 1,2%
tampao TAE (Trisacetato 40mM e EDTA 1TmM). Apds a
eletroforese, o gel foi mantido sob agitacdo em solucao de
brometo de etidio (0,25igmL")?°. Marcador de tamanho
100pb DNA Ladder foi utilizado para estimativa dos tama-
nhos dos diferentes amplicons?’.

Utilizando um termociclador e os primers Nested
contendo o grampo GC (1378R e 984)?? (Tabela 2), a PCR-
DGGE foi realizada em tubos de 200iL para um volume
final de 25il. A mistura de reacao foi preparada com 5il de
tampao GoTag® Reaction Buffer (Promega, Madison, USA),
1,5 mM de cloreto de magnésio (MgCl,) (Promega,
Madison, USA), 200iM de desoxirribonucleotideo-
trifosfatados, 0,2iM de cada oligonucleotideo iniciador, 5ig

de albumina sérica bovina (ASB), 2% (v/v de formamida
desionizada, 1,5U de Tag DNA polimerase, 20ng de DNA
total e 4gua desionizada esterilizada para completar o
volume final. Para a separacdo dos diferentes amplicon
sem DGGE foram aplicados 18iL dos produtos da PCR, em
gel de poliacrilamida vertical em tampao TAE, sendo o
gradiente de ureia/formamida de 40% a 60%. Para a se-
paracdo dos amplicons obtidos na primeira reacdo da PCR
foi utilizado gel de poliacrilamida a 6% (p/v — o que signi-
fica?), e para os amplicons da segunda reacdo, gel de
poliacrilamida a 8% (p/v). A eletroforese foi conduzida em
temperatura de 60°C e voltagem constante de 60V duran-
te 16 horas, e o gel corado com SYBR® Gold. As
eletroforeses foram feitas em um equipamento “DCode™
Universal Mutation Detection System” (Bio-Rad — Califérnia
USA).

A comparacao estatistica dos perfis de bandas
dos géis das 39 amostras obtidos apds a DGGE foi realiza-
da utilizando o programa Bionumerics. A variavel “bactéri-
as totais” foi estimada com base em uma matriz binaria,
na qual a presenca da banda correspondente a cada uni-
dade taxondémica operacional (UTO) foi codificada como
“1" e auséncia como “0" A estrutura da comunidade
microbiana foi avaliada com base no coeficiente “Dice”
de similaridade e no método de UPGMA (Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic) para analise dos agrupa-
mentos. Os dados obtidos com o auxilio do programa
Bionumerics, foram utilizados para calcular a riqueza, o
indice de diversidade Shannon-Weaver (H), e a
equitabilidade (E). A riqueza representa o numero de ban-
das no gel do PCR-DGGE, que se refere as unidades
taxonGmicas operacionais (operational taxonomicunits —
UTO). O indice de diversidade (H) é calculado como: H=2,3/
N(NIogN-Zni logni ) sendo N= soma da massa de todas
as bandas de DNA; ni= massa de banda de DNA. A
equitabilidade (E) é expressa como E=H/logR, em que H é

Tabela 1 - Condicbes do processo de amplificacdo do DNA extraido das amostras.
Primers Sequéncia Condicdes da reacdo - 30 ciclos
Desnaturacao Anelamento Extensao
1392R 5'-ACGGGCGGTGTGTAC3’ 1 minuto a 94° 1 minuto a 54° 1 minuto e 30 segundos a 72°
27F 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3’
Tabela 2 - Condigdes do processo de PCR-DGGE.
Primers Sequéncia Condigbes da reacdo — Temperatura inicial de
95°/3 minutos - 35 ciclos
Desnaturacao Anelamento Extensao
F984GC 5'CGCCCGGGGCGCGCCCCGGG 30 segundos 30 segundos 1 minuto e 30 segundos
CGGGGCGGGGGCACGGGGAG a 94° ab57° a 72° Extensao final /7 minutos
GAACGCGAAGAACCTTACS
R1378 5'CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG3
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o indice de diversidade e R representa o nimero de ban-
das. A diversidade “Shannon-Weaver” é o indice de diver-
sidade geral que aumenta com o nimero de espécies e é
maior quando a massa de individuos é distribuida mais
uniformemente entre as espécies. A equitabilidade indica
se existem bandas dominantes.

RESULTADOS

Na analise multivariada da estrutura da comuni-
dade bacteriana disposta no dendograma de similaridade
de “Dice”, em apenas trés animais da cada grupo houve
agrupamento de bandas dos segmentos na eletroforese
em comparagao com as das amostras controle. No grupo
A as amostras dos animais “3", “4" e "5" se agruparam,
assim como, as amostras dos segmentos ileal e colénico
do controle. A similaridade analisada pelo dendrograma
de coeficiente de Dice, considerando as amostras de seg-
mento ileal e col6nico foi 65%, 75% e 80% nos animais
“5","3"e"4", respectivamente. Nas amostras do grupo
controle a similaridade entre os segmentos foi 45% e fica-
ram externas aos agrupamentos dos trés animais do grupo
A (Figura 4).

No grupo B o agrupamento pelo perfil de ban-
das das amostras dos segmentos ileal, intermediario e
col6énico dos animais “5”, “7" e “9" permitiu analise com-
parativa com as amostras-controle. A similaridade foi 80%
entre os segmentos colonicos e intermediario e 62% no
segmento ileo do animal “5”. No animal “7" foi 70% para
0 segmento ileal e intermediario e 66% para o colon. No
animal “9" foi 56% entre os segmentos colénico e ileal e
54% para o intermediario. Em relacdo ao controle a simi-
laridade dos segmentos foi 55% e este também ficou a
parte dos outros animais (Figura 5).

A partir da eletroforese das amostras foram cal-
culados valores para a diversidade, equitabilidade e rique-
za. Entre amostras do mesmo animal para a variavel di-
versidade, foram encontrados valores maiores em sete
amostras ileais, em cinco amostras o segmento colénico
apresentou valores maiores e em trés as comparacoes fo-
ram muito préximas. No entanto, o maior valor encontra-
do da diversidade correspondeu ao segmento colénico do
animal “6" do grupo A. O menor valor encontrado
correspondeu ao segmento colénico do animal “9" do gru-
po B. Para o atributo equitabilidade valores maiores foram
encontrados em oito amostras do célon, valores proximos
em seis amostras-controle e em duas do ileo os valores
foram maiores. O valor mais elevado, da equitabilidade,
2,94, foi encontrado na amostra colénica do animal 4A e
o menor, 2,23 na amostra ileal do animal 7B. A riqueza
variou de 6UTOs a 18UTOs e os valores de extremidade
foram de amostras do colon de animais pertencentes ao
grupo B. No grupo A, a amostra-controle do ileo apresen-
tou maior diversidade em relacdo no segmento do colon.
A média da diversidade das amostras pos-intervencao foi

menor do que a do controle para o segmento ileal, e maior
para o segmento do célon. No grupo B, a média da diver-
sidade foi maior no pés-operatoério de ambos os segmentos
(Tabelas 3 e 4).

DISCUSSAO

A criacdo de mecanismos esfincterianos no in-
testino delgado é relacionada com o controle da velocida-
de de transito intestinal, principalmente nas resseccoes
extensas do intestino. Estudos em ratos, cdes e humanos
mostraram que as valvulas artificiais tornam o transito in-
testinal mais lento e promovem ganho ponderal apés
resseccoes intestinais'®?326. Aliado a esses resultados, al-
gumas técnicas descritas, mostram a reducdo da coloniza-
cao dos segmentos proximais do intestino delgado, identi-
ficando o crescimento bacteriano por meio de cultura de
fezes ou cole¢des intraluminares. O método possui a limi-
tacao de nao abranger o universo da microbiota intestinal,
pois as espécies cultivaveis representam 20% a 40% das
existentes no intestino10.11.15.16,

O emprego de método de biologia molecular
com maior especificidade e sensibilidade tém revelado mais
informacdes sobre esse ecossistema®’. No experimento

Controleileo

Controlecolo

Perfis eletroforéticos em DGGE de fragmentos dos
rDNAs 16S de bactérias totais nas amostras dos seg-
mentos ileais e colénicos dos animais 5, 3 e 4 e contro-
le do grupo A.

Figura 4 -

9B colon
28 ilec

9B interm.
7B interm.
78 ileo

7B cdlon
5B célon
5B interm.

58 ilec

ContioleB ileo

Controle B colo

Figura 5 -

Perfis eletroforéticos em DGGE de fragmentos dos
rDNAs 16S de bactérias totais nas amostras dos seg-
mentos ileais, intermedidrio e colénicos dos animais 9,
7 e 5 e controle do grupo B.
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Tabela 3 - Valores das varidveis nas amostras do grupo A para todos os segmentos.

H’ Indice “Shannon Weaver” Equitabilidade Riqueza
Amostras- fleo Célon fleo Célon fleo Célon
controle A 2,65 2,36 2,45 2,47 12 9
1° 2,57 2,67 2,31 2,33 13 14
34 2,50 2,34 2,40 2,46 11 9
42 2,71 2,49 2,51 12 7
52 2,68 2,66 2,40 2,39 13 13
6° 2,77 2,30 2,44 16 16
72 2,19 2,59 2,59 2,87 7 8
8¢ 2,70 2,71 2,43 2,37 13 14
Média 2,59 2,63 2,42 2,54 12,14 11,57
Destaque para os maiores valores circulados.
Tabela 4 - Valores das varidveis nas amostras do grupo B para todos os segmentos.

H’ Indice “Shannon Weaver” Equitabilidade Riqueza
Amostras- fleo Célon lleo Célon fleo Célon
controle B 2,38 2,39 2,50 2,50 9 9
3B 2,64 2,54 2,37 2,44 13 1"
4B 2,63 2,61 2,44 2,50 12 1"
5B 2,89 2,69 2,35 2,49 17 12
6B 2,69 2,92 2,42 2,37 13 17
7B 2,62 2,82 2,23 2,25 15 18
8B 2,40 2,30 2,84 2,55 7 8
9B 2,37 2,11 2,49 2,72 9 6
Média 2,61 2,57 2,45 2,47 12,28 11,85

Destaque para os menores valores.

desenvolvido apdés a confirmacao da extracao do DNA, a
ampliacdo dos fragmentos genéticos foi realizada a rea-
cao PCR-DGGE para estabelecer a diversidade da microbiota
nas diversas amostras. O método de PCR-DGGE é técnica
utilizada nos estudos de ecologia microbiana com resulta-
dos representativos na identificacdo da riqueza e abun-
dancia de diferentes filétipos das amostras e possibilita es-
timativas reais da diversidade microbiana®’:.

A disposicao comparativa da similaridade das
amostras com a amostra-controle, em trés dos sete ani-
mais, revela que a intervencdo, tanto no grupo onde foi
retirada a valvula ileocecal quanto no que, além de
resseccao, foi criado um “esfincter artificial”, a diferenca
foi 45%, indicando que a intervencdo pode colaborar para
a modificacao da diversidade de bactérias totais. A diver-
sidade elevada na maioria das amostras ileais nos varios
animais, independente do grupo, nos remete a pensar
gue os métodos até o momento utilizados para essa ana-
lise subestimaram esse dado ou, mesmo o célon tendo
uma maior concentracao de micro-organismos, a diversi-
dade de géneros e espécies identificadas pode ser me-
nor. A diferenca significativa da diversidade encontrada

Rev. Col. Bras. Cir. 201

para a amostra do segmento ileal do grupo B quando
comparada com a do pré-operatoério necessita de amplia-
cdo da pesquisa para definicao se essa ocorréncia foi em
funcdo da ascensao de bactérias do coélon para o ileo.
Outra questao a ser pesquisada esta relacionada a dimi-
nuicao da velocidade do transito intestinal com a criacao
do “novo esfincter” contribuindo para modificar o perfil
da microbiota.

Permanece ainda o desafio de abordagem da
juncao ileocecal para investigacdo da microbiota. Ndo s6 a
perda anatémica, mas disfuncdes da juncao ileocecal tam-
bém podem cursar com alteracdes da distribuicdo da
microbiota. Machado et al., em estudo retrospectivo de
enema opaco, identificaram prevaléncia de 25% de reflu-
xo do coélon para o ileo, independente de idade e sexo?.
Quiais sdo as consequéncias dessas alteracdes? Elaborar
estratégias e alternativas para investigar a microbiota in-
testinal é de extrema importancia, dado que, hoje, ela é
considerada um 6rgao funcionalmente ativo, com capaci-
dade de promover a salide?3°. Pesquisas com a utilizacao
de pré e pro-bidticos e tém apresentado resultados
satisfatérios para situacdes como doenca inflamatéria in-
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testinal, obesidade e cancer de célon®. No entanto, é ne-
cessario reconhecer que a microbiota intestinal apresenta
comportamento peculiar, que se descreve como forma de
biometria, e que, mesmo as intervencdes clinicas,
nutricionais e cirdrgicas devem ser investigadas profunda-
mente para oferecer maior subsidio para pesquisas futu-
ras’. Nesta linha de pensamento esse trabalho pretende

ABSTRACT

elucidar os achados da diversidade por meio de
sequenciamento para identificacao de possiveis géneros e
espécies bacterianas do DNA extraido além de sua
guantificacéo.

Em conclusdo, a diversidade da microbiota ileal
encontrada foi maior do que a do célon. A criacdo do
esfincter artificial potencializou essa diversidade.

Objective: To analyze, through molecular biology, the diversity of the intestinal microbiota before and after resection of the
ileocecal junction and reconstruction of intestinal transit with and without the creation of a neosphincter. Methods: Fourteen
Wistar rats were divided into two groups: Group A (n = 7), submitted to resection of the ileocecal valve and end-to-end, single-layer
ileocolic anastomosis; and Group B (n = 7) with resection of the ileocecal valve and end-to-end, single-layer ileocolic anastomosis
followed by construction of an artificial sphincter. Intraluminal contents were collected from both groups. The animals were
reoperated 20 days after the first procedure, with new collection of intraluminal contents of the ileum and colon. From the samples
collected, DNA was extracted for PCR-DGGE. The electrophoretic banding patterns generated in the reaction were analyzed for
similarities and diversities of the microbiota. Results: The diversity of microorganisms was larger and in more samples when collected
from the ileum than from the colon. The group with the neosphincter showed the highest variation in the colon, from 2.11 to 2.93.
In three animals from each group was established comparing the similarity and not resembled the control. Conclusion: ileocecal
resection led to changes in ileal microbiota and, with the creation of new sphincter, the changes were even greater.

Key words: Intestines. Anal canal. lleocecal valve. Polymerase chain reaction. Molecular biology.
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