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Resumen

Muchas de las dietas comerciales para perros, en la actualidad, seleccionan los
ingredientes no solo para cubrir las necesidades del individuo, sino también para
mantener un equilibrio nutricién/microbioma/salud; se sabe que la fibra y la
calidad de la proteina son uno de los factores mds importantes en este equilibrio.
En esta misma linea de conceptos, dietas altas en proteina de baja
digestibilidad suelen favorecer a microorganismos que al fermentar
aminodcidos generan sustancias que inducen inflamaciéon que se encuentra
comUnmente relacionada a colitis; mientras que la proteina de alta
digestibilidad y fibra fermentable, se han relacionado a bacterias benéficas
para el individuo. El objetivo del estudio fue identificar los cambios en la
abundancia relativa de microorganismos especificos (Clostridium perfringens,
Enterococcus faecium, Lactobacillus salivarum, Bacteroides fragilis 'y
Fusobacterium varium) mediante PCR (reaccién en cadena de la polimerasa),
asociados a dos dietas de diferente calidad y digestibilidad. Se emplearon 20
perros adultos, divididos en dos grupos, el primero alimentado con una dieta de
alta digestibilidad (n=10), el segundo con una dieta de baja digestibilidad
(n=10). Posterior a 3 dias de adaptacion a la dieta se tomaron muestras fecales
a nivel de colon al dia 15y 30. Los resultados mostraron que la dieta de alta
calidad promueve un aumento transitorio (15 dias) en la abundancia relativa F.
varium y E. faecium, asi como un aumento persistente hasta el dia 30 de L.
salivarium y B. fragilis. Como en muchos estudios de este tema, resulta cada vez
mds evidente que la forma en la que los nutrientes afectan la microbiota
intestinal, difiere entre individuos y el organismo siempre busca un equilibrio,
dado lo cual, en la mayoria de los casos no se han logrado establecer patrones

claros para un perfil dietético ideal.
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Abstract

Nowadays, many commercial dog diets select the ingredients not only to meet
the needs of the individual and maintain a balance between
nutrition/microbiome/health; fiber and protein quality are known to be one of
the most important factors in this balance. Diets high in low digestible protein
tend to favor microorganisms that when fermenting amino acids generate
substances that induce inflammation, while high digestible protein and
fermentable fiber have been related to beneficial bacteria. The study's objective
was to identify changes in the relative abundance of specific microorganisms
(Clostridium  perfringens, Enterococcus faecium, Lactobacillus salivarius,
Bacteroides fragilis and Fusobacterium varium) by PCR (polymerase chain
reaction), associated with two diets of different quality and digestibility. Twenty
adult dogs were used, divided into two groups, the first one fed with a high
digestibility diet (HD) (n=10), the second one with a low digestibility diet (LD)
(n=10). After 3 days of adaptation to the diet, fecal samples were taken at day
15 and 30. The results showed that the high-quality diet promotes a transient
increase (15 days) in the relative abundance of F. varium and E. faecium, as well
as a persistent increase until day 30 of L. salivarius and B. fragilis. As in many
studies on this subject, it is becoming more and more evident that the way in
which nutrients affect the intestinal microbiota differs between individuals. The
organism always seeks a balance, given which, in most cases, clear patterns for

an ideal dietary profile have not been established.

Key words: dog, microbiota, diet, quality, protein-digestibility.
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1. Introduccidn

Aungue la domesticacion de perros y gatos tiene anos de desarrollo,
recientemente la coexistencia ha generado un vinculo mas fuerte que los ha
llevado a ser vistos como un integrante mds de la familia, buscando para ellos
beneficios de salud equivalentes, que incluye el cuidado de su estilo de vida,
medicina preventiva y dieta (Grze et al., 2015). Derivado de esto, la nutricion ha
cobrado una mayor importancia y los alimentos procesados han buscado ya
no solo estar disenados para alimentar, sino también para ofrecer ofros
nutrientes que favorezcan la salud de los animales mediante la seleccidon de los
ingredientes utilizados en su formulacién (Arboleda, 2017) ; (Michel, 2006). Es el
caso de los nufrientes como carbohidratos, grasas y proteina, que fienen un
gran impacto sobre el microbioma intestinal (Herstad et al., 2017);(Mori et al.,
2019);(Wernimont et al., 2020), por lo que multiples investigaciones se han
enfocado en estudiar las interacciones entre microorganismos, alimento y

hospedador, tanto en animales sanos como en enfermos (Moon et al., 2018).

Por su parte, la digestibilidad de la dieta también afecta el microbioma, pues
todo aquello que no es digerido y absorbido en el intestino delgado por el
animal, representa un sustrato disponible para las bacterias en el colon
(Wernimont et al., 2020). El presente estudio tuvo como objetivo evaluar el
efecto de la digestibilidad de la proteina, asi como la calidad de dos dietas
procesadas, sobre la abundancia relativa de microorganismos especificos

(microbiota).

1.1. Revision de literatura

1.1.1. Microbioma y microbiota

La domesticacion del perro ha generado una estrecha relacion con el humano,
asi como adaptaciones metabdlicas, conductuales vy fisioldgicas, dentro de las
que se incluye la evolucién del microbioma (Alessandri et al., 2019). El interés por
conocer los microorganismos y la microbiologia, surge desde el siglo XVl

tfratando de comprender enfermedades publicas asociadas a procesos




infecciosos, asi como la microbiologia alimentaria a razon de conocer y
entender a los pequenos microorganismos que participan en el proceso de

fermentacion y elaboracion de algunos alimentos (Berg et al., 2020) .

Desde Leeuwenhoek y sus investigaciones con bacterias, hongos y protozoarios
que inicialmente denomind animdculos, hasta Robert Koch que asocié las
enfermedades humanas y animales con microorganismos patdégenos
(concepto de patogenicidad), fue claro que la atencidén se centré en conocer
las interacciones existentes entre distintos fipos de bacterias, visualizando que
adicional a las entidades patdgenas, existen miles mds que cohabitan en

beneficio de su hospedador (Berg et al., 2020).

Dos de los principales conceptos que se han generado al respecto en los Ultimos
anos, y que se han apoyado de tecnologias cada vez mds avanzadas como las
secuenciaciones, PCR (Reaccién en Cadena de Ila Polimerasa) e

inmunofluoresencia, entre otfras, son los de “Microbiota” y “Microbioma”.

Microbioma hace referencia al hdbitat completo, incluye a los microorganismos
(bacterias, virus, hongos), sus genes y las condiciones ambientales creadas
alrededor. El concepto se basa en el término “bioma”, que contempla factores
bidticos y abidticos, por lo que incluye nociones adicionales como meta
gendmica, metatranscriptémica, metabondmica y metaprotedmica (Marchesi
& Ravel, 2015)

Por su parte, la microbiota intestinal, que es la de interés en este caso, se refiere
a los microrganismos vivos (bacterias, protozoarios, virus, hongos) que cohabitan
el tubo digestivo. Previamente se le denominaba “microflora”, sin embargo, por
adecuaciones etimoldgicas se determind microbiota partiendo del griego
“bios” = vida. Dentro de ellos, las mds abundantes son las bacterias, que
tradicionalmente se identificaban a través de cultivos, aunque de acuerdo a
andlisis mas recientes como la secuenciacion y el PCR, ha sido posible
determinar que la mayoria de las que cohabitan en el intestino, no son
cultivables (Jan S. Suchodolski, 2016).




De acuerdo con la mayoria de los andilisis moleculares que se han desarrollado
en perros hasta la fecha, el core de las comunidades microbianas en perros , es
dominado por los Filos: Firmicutes, Fusobacteria, Bacteroidetesy Proteobacteria
(Pilla & Suchodoilski, 2021). Dentro del filo Firmicutes, la taxa mds representativa
es la Clostridia, que suele ser abundante a lo largo de todo el fubo digestivo,
mientras que a nivel de colon especificamente, las Fusobacteria y Bacteroidetes
son mads representativas (Grze et al., 2015). Los géneros de Fusobacterium son
bastante comunes en perros y menos asociados a enfermedades inflamatorias
gastrointestinales, en contraste con lo que sucede en humanos (Pilla &
Suchodolski, 2021).

Representantes de Proteobacterias y Actinobacterias suelen encontrarse en
menores concentraciones, tal es el caso de E. coli, gue de forma normal habita
el intestino de perros, y cuyo incremento se llega asociar a alteraciones

gastrointestinales (disbiosis) (Pilla & Suchodolski, 2021).

Por su parte los Lactobacilares pueden ser encontrados en concentraciones de
104a 108 UFC/ml siendo el L. acidophilus el mas comun, seguido de L. fermentum,

L. rhamnosus vy L. salivarium.

Las bifidobacterias han llegado a reportarte en cantidades de 108 / g en heces.
A pesar de que ha sido dificil caracterizarlos, se sabe que son los que aportan
mayores beneficios a la salud (Grze et al., 2015), relaciondndose con la
produccion de dcido butirico, dcido graso que participa activamente en
proporcionar energia al enterocito, y modulando posibles procesos

inflamatorios.

También se han identificado microorganismos clave como Eubacterium,
Bacteroides, Clostridium, Peptococcus, Bifidobacterium y Lactobacillus (Hooda
et al., 2012) que participan activamente en los procesos fermentativos. Algunos
de estos microorganismos interactian entre si modificando el microambiente,

evitando la colonizacién de patdégenos, interviniendo en la digestion de algunos




nutrientes y estimulando el sistema inmune (Lagkouvardos, lllias, Overmann,

Jong, Clavel, 2017) ; (J. S. Suchodolski, 2011).

Otros como Clostridium perfringens, aumenta la concentraciéon de compuestos
de putrefacciéon (J. S. Suchodoilski, 2011) ; (Hooda et al., 2012), asi como de
aminas biogénicas que generan posibles efectos inflamatorios, asociados con
enfermedades crénicas (Lagkouvardos., 2017). Estos microorganismos
predominantes son capaces de mantener una estabilidad, que sin duda se
altera de forma positiva o negativa dependiendo en gran medida de la dieta

consumida por el animal (Vanhoutte et al., 2005). (Figura 1)
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Figura 1. Especies bacterianas representativas por region en perros (Grze et al.,

2015)

La estimacion de estas células microbianas a nivel intestinal alcanza los trillones,
se habla de diez veces mds que el nUmero de células en el cuerpo. Todos estos
microorganismos interactuan directa e indirectamente con el hospedador
principalmente produciendo moléculas bioactivas que son capaces de

estimular rutas inmunoldgicas, homeostdticas y energéticas que promueven




principalmente la defensa o resistencia ante patdégenos (Mills et al., 2019), asi
como la sintesis de vitaminas (Complejo B y K), biotransformacién de d&cidos
biliares e incluso la mejora en la absorcion de algunos nutrientes (Mondo et al.,
2019). A todo este ambiente (factores bidticos y abidticos), entre
microorganismos (su genoma) , secreciones enzimdticas, produccion de
sustancias bacterianas, cambios en el pH, osmolaridad y presencia de

moléculas nutritivas, se le conoce como microbioma (Marchesi & Ravel, 2015)

Actualmente se sabe que un organismo con “intestino sano” (microbiota +
microbioma) (Grze et al., 2015), no solo mantienen su equilibrio intestinal, sino
también afecta a otros sistemas como el neuroendocrino, dando pie al estudio
de eje cerebro-intestino-microbiota (Lyu et al., 2020) y al eje - cerebro- intestino-
piel (Pilla & Suchodolski, 2021). Algunos microorganismos como las
Bifidobacterias y los Lactobacilos tienen la capacidad de producir dcido
gamma amino butirico que es neurofransmisor inhibidor en el cerebro, los

Enterococos producen serotonina y los Bacillus dopamina (Tilocca et al., 2020).

De manera general, la microbiota puede alterarse por factores como la edad,
estilo de vida, interaccidn con otras especies, y de forma muy particular, la dieta
(Alessandri et al., 2019). Cuando cualquiera de estos factores se altera de forma
drdstica, se puede promover un cuadro de disbiosis, (modificaciones en la
composicidon y riqueza de las especies) (Jan S. Suchodolski, 2016b), estos
cambios han sido detectados en pacientes con obesidad, enfermedad renal,
cdancer alergias, asi como diarreas o transtornos gastrointestinales como la colitis
y la enfermedad inflamatoria intestinal (Grze et al., 2015) ; (Pilla & Suchodolski,
2021)

El conocimiento de estos microorganismos, sus interacciones vy las
consecuencias negatfivas de un cuadro de disbiosis, permite sugerir la
implementacion de terapias que favorezcan la restauracion del equilibrio,
también denominada *modulacién del microbioma” (Marzec & Feleszko, 2020).
Dentro de estos recursos, se pueden encontrar a los prebidticos (principalmente

fioras de la dieta), probidticos (microorganismos vivos complementados),




simbidticos (mezcla de los anteriores) y post bidticos (fracciones y metabolitos

de microorganismos).

1.1.2. Nutrientes

Como se menciond previamente, la dieta influye de forma importante en la
composicion de la microbiota. Los perros y gatos por mucho tiempo se han
considerado carnivoros estrictos que equivale a dietas con altos contenidos de
proteina, sin embargo, debido a la domesticacion, el perro ha generado
adaptaciones alimenticias que lo han hecho tolerar mejor los carbohidratos
(Axelsson et al., 2013) y por ende dietas con perfiles mds cercanos a los de los

humanos.

Las dietas comerciales o actuales estdn representadas principalmente por los
productos extruidos o croquetas (Pilla & Suchodolski, 2021) cuyo perfil en la
mayoria de los casos se inclina a niveles altos de carbohidratos y moderados de
proteinas y grasa. De ahi siguen alimentos hUmedos (enlatados), semi hUmedo
y dietas alternativas como la BARF (Bone and raw food), con una variedad
importante de ingredientes, perfiles de macronutrientes y presencia o ausencia

de componentes funcionales como fibras prebidticas.

Las dietas manufacturadas rigen su elaboraciéon bajo las normas establecidas
por AAFCO (Association of American Feed Control Official’'s) (Raditic, 2021)
fienden a cubrir los perfiles de macronutrientes, aunque las complementaciones
adicionales y el fipo de ingredientes que utfilicen, no sigue ninguna
reglamentacién especifica, por lo que pueden varias sus grados de
digestibilidad, aspecto que también puede alterar el comportamiento de la

microbiota (Algya et al., 2018).

La importancia de los nutrientes presentes en la dieta, radica en que son
compuestos que pueden fermentarse y originar compuestos que afectan el
ambiente intestinal y la salud del hospedador (Lyu et al., 2020) tanto positiva

como negativamente. Estudios sobre la forma en que la proteina, fibra,




carbohidratos y ofros nutrientes influyen en la microbiota han ido en aumento, y
se han enfocado en comparar dietas crudas (BARF) contra dietas comerciales,
se ha observado que aquellos alimentos con niveles altos de proteina y grasa a
partir de fuentes naturales, reducen la proporcibn de géneros como
Lactobacillus sp, Paralactobacillus sp y Prevotella sp (Sandri et al., 2017), asi

como de Proteobacterias (Moon et al., 2018).

Por su parte, las proteinas y aminodcidos que son utilizados por las bacterias
proteoliticas, tienden a incrementar el pH fecal y estimular la produccion de
metabolitos fecales como el amoniaco, indoles y fenoles que pueden ser
daninos para el intestino (Herstad et al., 2017) ; (Xu et al., 2017). Otros estudios
que han evaluado el efecto de la proteina y sus fuentes a partir de
subproductos, han determinado que elevadas concentraciones de este
macronutriente, tienen una relacion directamente proporcional con las
Fusobacterias (Hang et al., 2013). Las fuentes vegetales vs las fuentes animales,
parecen no mostrar cambios significativos en el ambiente y microbiota intestinal
de perros con sensibilidad digestiva o alergia alimentaria (Bresciani et al., 2018).
La proteina también puede ser empleada por organismos como el F. varium
para producir compuestos benéficos como el butirato, siendo asociada a dietas
con altos niveles de este nutriente y asocidndose a una adaptacion a largo

plazo (Kim et al., 2017).

En el caso de carbohidratos no digestibles o estructurales, como la fibra; esta
favorece una mayor produccion de dcidos grasos voldtiles o dcidos grasos de
cadena corta, siendo el de mayor interés el butirato, ya que es una fuente
nutritiva para los enterocitos y posee propiedades antineopldsicas, siendo parte
fundamental de la salud gastrointestinal (Vital et al., 2015) ; Herstad et al., 2017).
De aqui han derivado conceptos adicionales como el de fibras funcionales o
también llamadas prebidticas, en los que resaltan productos como la inulina y
los fructanos, que favorecen el crecimiento de bacterias benéficas la
produccion de metabolitos con potencial positivo para la salud. En dietas

complementadas con este tipo de fibras, se suelen observar una reduccion en




la concentraciéon de Fusobacteria e incrementos en Firmicutes, aungue ha sido

posible distinguir cierta idiosincrasia por animal (Ingmar S. Middelbos et al., 2010).

Un estudio comparativo entre cuatro dietas de prescripcion (control de peso,
baja en grasa, enfermedad renal y alergia), cuyos perfiles nutricionales varian
considerablemente, concluyd que la grasa favorece al orden Coryobacteriales,
la fibra reduce la relacidon Firmicutes/ Bacteroidetes, e incrementa la
concentracién de géneros como Faecalibacterium , asociado a la produccion
de dacidos grasos de cadena corta que promueven un efecto anti inflamatorio,
y las dietas de mayor contenido de proteina, favorecieron la abundancia de

Fusobacterias (Mori et al., 2019).

De este modo, y debido a las posibles variaciones que puede ejercer la dietq,
es importante considerar la digestibilidad como un nuevo punto a evaluar. En
este estudio se consideran dos dietas extrudizadas de diferente valor nutricional
y con diferentes grados de digestibilidad de proteina, para evaluar su efecto

sobre ciertos microorganismos seleccionados.

1.1.3. Disbiosis

Un sistemma microbiano en balance (eubiosis) permite la regulacion
inmunoldgica y salud del hospedero. Una alteracion en la composicion o
riqueza de la microbiota intestinal, se denomina disbiosis. La disbiosis puede ser
de tres tipos: a) la que presenta una reduccién en la diversidad bacteriana b)
en la que hay pérdida de bacterias benéficas c) en la que hay sobre
crecimiento de patdgenos (Mondo et al., 2019) . Este proceso estd intimamente
relacionado con la presentacién clinica de desdrdenes inflamatorios como la
enfermedad inflamatoria intestinas (Ell), colitis y sindrome de intestino irritable,
siendo una duda actual si la disbiosis en causa o consecuencia de dichos
transtornos, debido a que también se establece una predisposicidon genética.
(Jan S. Suchodolski, 2016b)




Un microbioma disbiético puede asociarse directamente a la reduccion de
metabolitos anti inflamatorios, asi como transtornos digestivos, por ejemplo:
microorganismos como Lactobacillus spp y Clostridium  spp, desconjugan
dcidos biliares, por lo que una composicion anormal de estos géneros pueden
alterar la absorcion de grasas. El sobre crecimiento de microorganismos
patdégenos promueve la presencia de entero toxinas que danan la mucosa
intestinal y su capacidad absortiva resultando en diarreas. (Suchodolski et al.,
2015 ; Suchodolski, 2016a). La

Para corregir alteraciones sugerentemente asociadas a disbiosis, se suele
emplear la manipulaciéon del microbioma gastrointestinal, para lo cual se
emplea la dieta, antibidticos, prebidticos, probidticos y mds recientemente, los

trasplantes fecales. (Mondo et al., 2019)

1.1.4. Prebidticos y probioticos

Los prebidticos se definen como “compuestos no digestibles que pueden
metabolizar los microorganismos en el intestino, modulando la composicion y/o
actividad de la microbiota intestinal, confiriendo beneficios positivos en el
hospedero” (Mondo et al., 2019). El uso de este tipo de compuestos en la dieta
de perros ha reportado beneficios en la modulacidon de la microbiota y en el
manejo de infecciones entéricas. El uso de inulina (1.5%) pueden reducir el pH
fecal e incrementa la poblacidn de Bifidobacteria (Zentek et al., 2003;
Middelbos et al., 2007). También se ha reportado que el uso de
fructooligosacdridos (FOS) promueve el crecimiento de Bifidobacteria y mejora
la digestibilidad de algunos elementos minerales en perros como el calcio,

magnesio, sodio, zinc y hierro (Pinna et al., 2018)

Por otra parte, los probidticos son definidos como microorganismos vivos que
cuando se administran en cantidades adecuadas promueven un beneficio en
la salud del hospedador, sobre todo a nivel inmunoldgico (Mondo et al., 2019).
En perros se han empleado como moduladores de enfermedades

gastrointestinales causantes de diarreas (Lucena et al., 2018) y se ha mostrado




gue pueden ser mucho mds eficientes en combinaciones con prebidticos y
antidiarreicos (Nixon et al., 2019). Algunas de las principales cepas empleadas
hasta el momento son pertenecientes a bacterias conocidas como dcido
ldcticas, dentro de las que resaltan Lactobacillus, Enterococcus vy
Bifidobacterium. Eterococcus faecium ha demostrado tener efectos tanto
sistémicos como locales y funcionar en la estimulacién inmunolégica en
cachorros (Benyacoub et al., 2003), a la vez que se ha fratado de probar su
efecto sobre la absorcion de nutrientes marcadores de la salud gastrointestinal

como el folato y la cobalamina (Lucena et al., 2018).

La cepa SFé8 de Enterococcus faecium se aisld por primera vez en 1968 a partir
de las heces de bebés recién nacidos, se detectd que formaba parte del grupo
de bacterias dcido Iacticas que se adquieren a partir del consumo de leche
materna, identificndose, asi como parte de la biota normal de humanos y otfros
animales de sangre caliente. Sus aplicaciones clinicas han sido dirigidas a la
modulacion de la microbiota en desérdenes gastrointestinales en adultos y
ninos, asi como tratamiento de diarreas agudas fras eventos de enteritis o
enterocolitis (Holzapfel, et al. 2018). y se le han conferido propiedades
potenciales como probidtico asociado a la produccidn de sustancias
antimicrobianas (enterocinas) que pueden contribuir en el control de
poblaciones patdégenas (Kuba et al., 2018), también tiene la caracteristica de
pertenecer fundamentalmente a la microbiota canina, lo cual le permite

alcanzar un mejor nivel de colonizacion.

De acuerdo a los estudios de seguridad, se ha demostrado que la via de
administracion tradicional oral, es altamente segura, libre de efectos
secundarios y toxicidad. Via intraperitoneal en ratones, se establece una DL50 >
140,000 veces la dosis terapéutica (225 millones de UFC de SFé8),
administrdndose por 10 dias. Hasta el momento no se reportan casos de
translocacion gastrointestinal a otros érganos (Holzapfel, et al., 2018). La dosis
minima y mdaxima en perros se establece en 4.5x10¢ — 2x10? UFC/Kg de alimento,

la cepa SF68 no comparte marcadores genéticos con las cepas asociadas a
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infecciones intrahospitalarias y no demuestra ser irritante para piel ni mucosa
(Food & Authority, 2013)

Respecto a la concentracidn necesaria para ejercer un efecto clinico
probidtico, se sabe que debe ir de 1x107 y hasta 1x 10° UFC/dia, dosis que ha
demostrado mejorar la calidad de las heces y controlar procesos diarreicos
(Minelli et al., 2009), tomando en cuenta que la dosis puede variar dependiendo
el proceso patolégico o el efecto fisioldgico deseado, asi como la idiosincrasia

entre paciente.
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2. Justificacion

La dieta es uno de los principales factores asociados a los posibles cambios en
los microorganismos intestinales; muchos estudios han determinado la posible
participacion de ingredientes especificos, pero es poca la informaciéon que se
establece sobre el papel de la calidad o digestibilidad de una dieta en el

comportamiento de la microbiota.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo especifico

Evaluar cambios en la abundancia relativa de microorganismos especificos en
heces de perros adultos sanos alimentados con dos dietas de diferente nivel de
digestibilidad.

3.2. Objetivos particulares

Establecer valores de abundancia relativa de microorganismos especificos a
partir de heces de perros adultos en mantenimiento utilizando técnicas de

biologia molecular.

Comparar las abundancias relativas a partir del tipo de dieta ofrecida y
establecer si la calidad y digestibiidad de la dieta influyen en el

comportamiento de microorganismos patdégenos.
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4. Hipotesis

Una dieta de baja digestibilidad favorecerd el incremento de la abundancia
relativa de microorganismos patdégenos como Clostridium perfringens, mientras
que la dieta de mejor digestibilidad favoreceria la abundancia relativa de
especies benéficas como Bacteroides fragilis, Fusobacterium varium,

Lactobacillus salivarium y Enterococcus faecium.
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5. Material y Métodos

5.1.  Animales

El proyecto fue evaluado y aprobado por el SICUAE- Subcomité institucional
para el cuidado y uso de animales experimentales, con el protocolo nUmero
DC-2018/2-10.

Se emplearon 20 perros adultos no esterilizados, clinicamente sanos, diferentes
razas (entre cocker spaniel, basenji, schnauzer, dachshund y ofras razas Unicas)
de entre 2 y 6 anos con un peso promedio de 6.7 + 2.55 kilogramos. De forma
aleatoria se formaron dos grupos, la seleccién de alimentos se realizd tomando
en cuenta los pardmetros establecidos por AFFCO (2011) para perros en
mantenimiento. El primer grupo fue alimentado con croquetas de aporte
proteico alto (>22% PC en MS), una densidad energética alta (superior a 3500
kilocalorias por cada 100 gramos) y digestibilidad de proteina superior al 75%
(alta calidad- digestibilidad); el segundo grupo fue alimentado con un nivel
minimo de proteina (20% PC en MS), una baja densidad energética (menos de
3200 kilocalorias por cada 100 gramos) y una digestibilidad de proteina menor
al 75% (baja calidad- baja digestibilidad). La lista de ingredientes de cada

producto, se presenta en el ANEXO 1.

Se contempld un periodo de adaptacion al nuevo alimento de 3 dias (transicidon
75:25, 50:50, 25:75) para evitar la presentacion de problemas digestivos. Para
determinar las cantidades a ofrecer, se calculd el requerimiento energético de
los animales de forma individual y con base a férmulas establecidas:
Requerimiento energétfico en mantenimiento (REM) = (Peso vivo)%75 x 95)

kilocalorias. (Case et al., 2011).

Todos los animales se mantuvieron en condiciones similares de casa, sin encierros
en jaula, con acceso a patio para reducir el estrés, sin alimentos adicionales,
agua a libre acceso y evaluando que no existiera la presencia de

comportamientos indeseable como coprofagia. Al inicio, intfermedio vy final del
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periodo experimental, se evallo la condicidén corporal, masa muscular y peso

de los animales (Freeman, 2011).

5.2. Alimento

El alimento fue pesado para la administracion individual de cada sujeto
experimental, se ofrecia en una tfoma diaria en la que se garantizaba el

consumo total con una alimentacién controlada y en espacios separados.

Al alimento ofrecido se le realizd estudio bromatoldgico para lo cual se
determind: humedad (AOAC método 934.01)(2005), proteina cruda (AOAC
método 954.01)(2005), grasa cruda (AOAC método 920.39)(2005), fibra cruda
(AOAC método 962.09)(2005), cenizas (AOAC 1990) y carbohidratos por

diferencia.

Asi como proteina verdadera (AOAC método 991.29) (2005), proteina no
digestible, digestibilidad de proteina in vitro (AOAC método 971.09)(2005), fibra
neutro detergente y fibra dcido detergente como andlisis complementarios
(método Van Soest y Wine, 1967).

5.3.  Muestras de heces

La colecta de las muestras se realizé el dia en que se completd la transicion de
3 dias (dia 0), al dia 15y 30 del periodo experimental. Las excretas se tomaban
en el momento inmediato de defecar tratando de que no tocaran el suelo, se
emplearon bolsas herméticas para su conservacidn y condiciones de

ultracongelacion (-70°C) hasta el procesamiento.

5.4. Extraccion de ADN

Las heces se sometieron a extraccion empleando una técnica modificada de
bromuro de cetil trimetil  amonio  (CTAB  10%)  (Wilson, 2001)
(DOI: 10.1002/0471142727 . mb0204s56) (Garcia, 2019) que incluye una
precipitaciéon en isopropanol dejando la muestra en refrigeraciéon al menos 12
horas. Las modificaciones en la técnica consistieron en: A) Re suspender el pellet

obtenido del lavado en 570ul de buffer TE + 50 ul de lisozima (10mg/mL Sigma-
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Aldrich) incubando a 37°C durante 30 minutos. B) Incubar a 56°C por una hora

el paso que incluye la adicion de 30 ul ed SDS + 4 ul Proteinasa K. ANEXO 2

Se realiz6 una confirmacion de la presencia de ADN en gel de agarosa al 0.8%
(20 ml de TAE 50X + 0.18 g de Agarosa) con las condiciones: 70 V 300 mA 45
minutos. Figura 4. Posteriormente se realizaron cuantificaciones en el equipo
Nanodrop®, siendo aceptables aquellas lecturas de entre 1.8 y 2.0 para
A260/A280y = 1.9 para A260/A280. (Figura 2)

Marcador
de peso
molecular

ADN ADN

Figura 2. Confirmacion de la presencia de ADN (banda superior) en agarosa.

PCR tiempo real

5.5. PCR en tiempo real

Todas las muestras se estandarizaron a 4 ng/ml de ADN, a partir de ellas se
realizaron los gPCR, empleando el kit KAPA SYBR® FAST for light cycler® 480. El
volumen de reaccion fue de 12 pl (6ul KAPA SYBR® FAST + 3.4 ul de agua grado
biologia molecular libre de nucleasas+ 0.6ul de primer mezcla foward-reverse +
2ul de muestra). Para la deteccidén de microorganismos se emplearon primers

desarrollodos mediante informacidn obtenida en la base GenBank
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(https://www.ncbi.nim.nih.gov/nucleotide/)

y con ayuda del

programa

DNAMan®. El universal se tomo de referencia (Yang et al., 2015). (Cuadro 1)

Cuadro 1. Secuencias de primers utilizadas en el gPCR

Tamano Temperatura
Corrida Secuencia (Gen 14S) aproximado alineamiento
(pb) (°C)
Bacteroides F: CAGTTCGCCATACAA
fragilis R: GGATICTCTITCCGCITTGAC 1ol >
Clostridium F: TGA AAC TGG GAG ACTTGA GTG C
perfringens R: CTT AGG TAA GGTTCTTCG CGTTGC 10 >
Enterococcus F: GCATAGCCCGCACCTG
faecium R: GTTACTCTCATCCTIGTTCTICTC 160 >
Fusobacterium | F: GGGATGTCAAACGCTGG
varium R: GGCGCTGAGGITCGAG 149 >
Lactobacillus F: GTTICTCCTACGGCTACCITGTTACG 0ns -
salivarium R: TICTCAGTTCGGATIGTAGGCTG
Universal (Yang | F: ACTCCTACGGGAGGCAGCAG 136 "

2015)

R: ATTACCGCGGCIGG

Las corridas se realizaron por duplicado en el equipo Rotor Gene® con las
siguientes condiciones: 95°C 3 min, 35 ciclos de 95°C 30 seg, temperatura de
alineamiento 30 segundos, 72°C 3 min y extension final de 72°C 3 min. Los
resultados fueron analizados con el programa Qrex ®. Se obtuvieron los valores
de Ct (Threshold point) siendo aceptables aquellas repeticiones que diferian por
maximo un ciclo enfre si. Se determind la abundancia relativa a partir del
método AACt (Green , 2012), a partir de valores de Ct obtenidos con un primer

universal.

5.6.  Andilisis estadistico

Los resultados de abundancia relativa fueron analizados con el programa IBM®
SPSS® Statistics Version 23. Se evalud: normalidad (Prueba Shapiro-Wilk) y

Homogeneidad de varianzas (Prueba de Levene) (Daniel, 2010), al no cumplir
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con los supuestos para pruebas paramétricas, se emplearon pruebas no

paramétricas trabajando rangos promedios de los resultados.

Para comparar la abundancia bacteriana relativa entre dietas a lo largo del
tiempo se empled U de Mann Whitney (suma de rangos) como sustitucion de
prueba t — Student para muestras independientes. Para evaluar las diferencias
entre las abundancias relativas de cada uno de los microorganismos se empled
prueba de Kruskall Wallis, en sustitucion a un ANOVA para muestras no
pareadas. Finalmente, para determinar si existia diferencia entre las
abundancias relativas de las dietas a través del tiempo, se empled prueba de
Friedman como alternativa de ANOVA para muestras pareadas. Un p - value

(p<0,05) es considerado como una diferencia estadisticamente significativa.
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6. Resultados

El Cuadro 2 resume los andlisis bromatoldgicos y complementarios realizados a

las dietas empleadas en el experimental.

Cuadro 2. Andlisis quimico proximal y andlisis complementarios realizados a

los alimentos.

Dieta’
Analito (%)
AD BD
Humedad 5.0+0.87 7.5£0.42
Proteina cruda 33.8+0.28 20.1£2.1
Grasa cruda 14.9+0.01 7.12£0.01
Fibra cruda 1.520.2 4.1£0.01
Cenizas 5.7+0.01 9.0£0.01
Carbonhidratos 42.0+1.25 53.0+1.8
Proteina verdadera 33.6+0.07 19.1£0.01
Proteina no digestible 9.6+0.01 -
Proteina digestible 71.8+£0.09 12.3£0.28
Fibra neutro detergente (FND) 10.3£0.32 8.510.2
Fibra dcido detergente (FAD) 28.610.36 31.5+0.15

1 AD: Alta calidad- digestibilidad; BD: Baja calidad- digestibilidad

En el Cuadro 3 se muestra la diferencia en la abundancia relativa de cada
microorganismo, entre las dietas a lo largo del tiempo. Existi® una mayor
abundancia para los microorganismos Fusobacterium varium, Enterococcus
faecium y Lactobacillus salivarium, con la dieta 1 en los primeros 15 dias de

consumao.
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Cuadro 3. Rango promedio de la abundancia relativa de los microorganismos

por dieta a lo largo del tiempo.

Dia 15 Dia 30
Microorganismo Dieta P-valuve Dieta P- value
AD BD AD BD
Cl. perfringens 12.3@ 8.7¢ 0.190 10.3¢ 10.7a 0.912
F. varium 14.7° 6.3p 0.001 13.1a 7.9a 0.052
L. salivarium 15.1¢ 5.90 0.000 13.4° 7.6 0.028
E. faecium 14.7° 6.3p 0.001 11.5¢ 9.5a 0.481
B. fragilis 13.9¢ 7.0 0.009 13.5° 7.5p 0.023
AD: Alta calidad- digestibilidad; BD: Baja calidad- digestibilidad
Literales diferentes por linea denotan significancia estadistica. Mann Whitney U test
(p<0.05).

La Figura 3 resume las abundancias relativas de las poblaciones de
microorganismos, pudiendo observar que se mantuvieron estables durante el

periodo de estudio por dieta ofrecida.
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Figura 3. Rango promedio de las abundancias relativas de los microorganismos

cuantificados al dia 15 y 30 considerando una dieta de alta digestibilidad (AD)

y una de baja digestibilidad (BD)

Finalmente, en el Cuadro 4 se muestran las diferencias significativas en la

abundancia relativa general entre el dia 15 y 30 para los dife
proporcionados. El alimento 1 fue presentd una mayor abund

dia 15 en comparacion con el dia 30 de administracion.

rentes alimentos

ancia relativa al

Cuadro 4. Rango promedio de la abundancia relativa entre los tiempos por

alimento.
Dieta
AD BD
ARD15 AR D30 P-value ARDI15 AR D30 P-value
2.0° 1.00 0.025 1.20 1.8 0.180

AD: Alta calidad- digestibilidad; BD: Baja calidad-; Literales
diferentes por linea denotan significancia estadistica. Prueba de

Friedman(p<0,05)

ARD15 = Abundancia relativa dia 15
ARD30 = Abundancia relativa dia 30

Cc
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7. Discusion

La nutricién actual en perros busca no solo cubrir los requerimientos fisioldgicos
de los animales, sino también generar un mayor integridad y salud intestinal, lo
cual se ve reflejada en la salud del individuo, la cual abarca desde el sistema
inmunoldégico hasta posibles repercusiones en la salud mental (Pilla &
Suchodolski, 2020). Resulta cada vez mds evidente, la forma en la que la dieta
afectan la microbiota intestinal, no solo en un individuo, dado que difiere entre
individuos (Herstad et al., 2017). Dicho lo anterior, resulta evidente, que en
muchos casos no se han logrado establecer patrones claros para un perfil
dietético ideal, pero permite pensar en perfiles a la medida o individuales que
conduzcan a este equilibrio de ‘“intestino sano”. Diversos estudios sobre
microbioma, han establecido que no solo la anatomofisiologia intestinal, difiere
entre especies o razas, dado que existe una evidente variabilidad individual
(Suchodoilski, 2005), situaciéon que suele reflejarse en los resultados que muestran
que aun con cambios en la dieta, el microbioma tiende a regresar a un balance
(Herstad et al., 2017). Asi mismo, este balance “dietético”, puede verse
afectado por factores adicionales como el uso de antibidticos, estrés, procesos
infecciosos, enfermedades crénicas, etc., casos en los que la homeostasis
individual se rompe, generando alteraciones como colitis, sindromes de mala
absorcion, diarreas persistentes, etc., que pueden llevar a la muerte del
individuo (J. S. Suchodolski, 2011). Uno de los principales microorganismos
asociados a este tipo de frastornos digestivos es Clostridium perfringens. De
acuerdo con diversos autores (Schmidt, 2018; Sandri, 2017; Vital, 2015; Hang,
2012), ambientes ricos en proteina y con altas cantidades de aminodcidos,
promueven el crecimiento tanto de Clostridium difficile y Clostridium perfringens,
microorganismos relacionados a procesos inflamatorios. Zentek (2003), observd
un incremento en las unidades formadoras de colonias (UFC) de Cl. perfringens
(de 3,3 UFC que incrementaron hasta 8,2 a 8,8 UFC/g heces) ofreciendo dietas
con alto nivel de proteina (> 40% PC), con la caracteristica de ser de bagja
calidad y digestibilidad. A pesar de esperar un cambio similar, en el presente
estudio no fue posible asociar la digestibilidad de la proteina de la dieta con un

incremento en la abundancia relativa de CI. perfringens, por lo que puede
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sugerirse que aunque la dieta tenga baja digestibilidad y permita un ambiente
coldnico rico en aminodcidos, el microbioma tiene la capacidad de estabilizar
el crecimiento de posibles patdégenos, esto en respuesta a la presencia de ofros
nutrientes o a factores intrinsecos de un paciente sano (Allaway et al., 2020), aun
asi en nuestro estudio no se evaluo la consistencia de la heces, ni se evalto el

efecto de la dieta por mds de 30 dias.

Los resultados de Fusobacterium varium obtenidos en nuestro estudio, se
asemejan a lo reportado por Mori (2019), quien compard el microbioma de
perros sanos alimentados con cuatro dietas de prescripcion; en dicho estudio se
encontré una abundancia relativa elevada de Fusobacterium cuando los
animales consumieron la dieta que presentaba mayor nivel de proteina cruda
(30% PC) (abundancias: 7,6 vs 2.9, 1.4 y 0 ). En este caso, la dieta de mayor
profeina cruda (33.8 vs 20.1%PC) derivd en una mayor abundancia relativa del
microorganismo en cuestion (7.6 vs 2.4) aunque este efecto sélo fue significativo
para los primeros 15 dias, se puede observar una tendencia a mantener una
mayor abundancia en la dieta de alta proteina hasta los 30 dias (6.8 vs 4.2).
Moinard (2020) también reporté un incremento de Fusobacterium cuando la
dieta ofrecida era elevada en proteina (29.3%PC). Fusobacterium sp se
considera un fermentador de aminodcidos, que en ocasiones se relaciona con
la presentaciéon de trastornos digestivos, Hang (2012) obtuvo una abundancia
relativa alta de este género cuando se administrd una dieta de muy alta
proteina (60% PC), en su caso se reportaron diarreas y cambios en la
consistencia de las heces. Es importante notar que la tendencia de
Fusobacterium sp a incrementar su abundancia relativa en dietas altas en
proteina, tfambién podria tener un efecto benéfico, pues Vital (2015), lo reporta
como un microorganismo que presenta la capacidad de producir butirato,
dcido graso voldtil que funciona como fuente energética para el intestino y se

asocia a propiedades antineopldsicas.

Respecto a Lactobacillus salivarium, en este estudio fue posible observar una
abundancia relativa alta en la dieta de mayor digestibilidad y calidad, con

respecto a la de baja calidad y digestibilidad durante los 30 dias de
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experimentacion. Estos datos corresponden con lo observado por Middelboss
(2007), quien encontré una mayor abundancia relativa de este microorganismo
en una dieta complementada con fibra prebidtica, que aquella dieta que no
incluia este tipo de fibra (12.2 vs 10), esto debido a que los géneros de
Lactobacillus son microrganismos asociados a la presencia de fibras funcionales
como la inulina, fructooligosacdridos, mananoligosacdridos y pulpa de
remolacha. El alimento de alta calidad y alta digestibilidad contenia dentro de
sus ingredientes inulina, lo cual podria explicar el comportamiento de este
microorganismo. A su vez, Bermingham (2017), también reporté una correlaciéon
entre el grado de digestibilidad de la dietq, y el crecimiento de Lactobacilares,

semejante a los resultados del presente estudio.

El género de Enterococcus presenta una gran diversidad ecoldgica,
Enterococcus faecium particularmente, es un microorganismo con amplia
distribucién en la naturaleza, algunas cepas se consideran causales de
enfermedades nosocomiales en humanos y zoondticas (Santaniello et al., 2020),
mientras que otras variedades tienen potencial probidtico y se emplean en la
produccion de fermentados (Lam ef al., 2012)(Ghattargi et al., 2018). La
identificacion y cuantificacién de este microrganismo ha sido muy variada en
perros tanto sanos como enfermos (Zishiri, 2018) (Mori et al., 2019)(Jha et al.,
2020). En el presente estudio fue posible identificar una abundancia relativa de
E. faecium md&s elevada en la dieta de alta proteina y calidad (14.7 vs 6.3), las
asociaciones enire el tipo de dieta o sustratos con el crecimiento de este
microorganismos son pocas, pero de acuerdo estudios previos, fiene una alta
capacidad para utilizar a los carbohidratos (Ghattargi et al., 2018). En el caso
del alimento de alta calidad - digestibilidad, presentaba menor cantidad de
carbohidratos que el alimento de baja calidad - digestibilidad (42 % vs 53%), lo
gue podria la abundancia reportada de este microorganismo. Por otra parte es
importante considerar que los primers utilizados para la identificacion molecular
de E. faecium, no contemplaron alguna cepa en particular, por lo que seria
inferesante realizar nuevos estudios que determinen si esta abundancia
asociada con la dieta pertenece a cepas con potencial zoondtico, o bien, son

inocuas.
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Bacteroides es un género en el que se han detectado discrepancias
importantes. Mientras que algunos autores han reportado elevadas
concentraciones en pacientes con diarrea (Jia et al., 2010) (Deng & Swanson,
2015), otros lo han reportado en menores concentraciones cuando el paciente
presenta enfermedad inflamatoria intestinal (Inness et al., 2007). Estas posibles
diferencias se asocian a cuestiones como la técnica de extraccion utilizada, tipo
de muestra, especie (perro o gato), asi como al tipo de dieta (Deng & Swanson,
2015). Respecto a este Ultimo factor, ha sido posible asociar a Bacteroides con
dietas altas en proteina y grasa (Mori et al., 2019) (Bermingham et al., 2013).
Deush (2014) encontré que gatos alimentados con dieta de alta proteina y bajos
carbohidratos (110 gr PC y 49 gr GC / 1000 kcalEM) presentaban una mayor
abundancia relativa de este microorganismo, contra los alimentados con una
dieta moderada en proteina y carbohidratos (78g PC y 44 g GC /1000 kcal). Este
resultado se asemeja a lo obtenido en este experimental, considerando que la
dieta de alta calidad tiene un perfil de 91.2 g PC y 40.15 g GC /1000 kcal. Asi
mismo Swanson (2011) también encontrd relacion entre el tipo de fibras
contenidas en el alimento al crecimiento de especies pertenecientes a la familia
de los Bacteroides. De forma similar a lo mencionado con L. salivarum, la dieta
de alta calidad - digestibilidad contiene dentro de sus ingredientes inulina,
componente que pudo favorecer a estos dos microorganismos durante los 30

dias del experimental.

Finalmente es posible observar que la abundancia relativa general de los
microrganismos, se modifica a lo largo del tiempo en la dieta de alta calidad-
digestibilidad, esto puede estar determinado por la capacidad del microbioma
intestinal de adaptarse rdpidamente y regularse ante cambios transitorios
infrinsecamente, de forma similar a lo observado por (Allaway et al., 2020), quien
ofrecid dos dietas intercaladas a perros labradores, y observd que pasado el
fiempo, los microorganismos recuperan su estabilidad o perfil inicial, teniendo
cambios significativos en ciertas bacterias, como Fusobacterium, Bacteroides y
Bifidobacterium. Este efecto también ha sido reportado en humanos (Wu et al.,
2011), en donde evaluando el microbioma de 98 individuos alimentados con

dos tipos de dietas (de niveles distintos de grasa vy fibra), lograron detectarse
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cambios significativos durante las primeras 24 horas, y una estabilizacion de las

poblaciones transcurridos 10 dias.

8. Conclusiones

La bUsqueda de una dieta ideal para el mantenimiento de un intestino sano ha
permitido establecer cdmo es que los nutrientes interfieren en el desarrollo de la
microbiota, tras este este estudio es posible observar que existen cambios
importantes tras el consumo de dietas con diferente calidad y digestibilidad,
pero que estos solo son transitorios, y que organismos sanos, tienden a tener la

capacidad de estabilizar sus poblaciones.
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PARTE 2

Efecto de la complementacion de Enterococcus faecium- inulina sobre calidad
fecal y digestibilidad aparente de materia seca y elementos minerales en perros

adultos con dos dietas comerciales.

Resumen

El uso de simbidticos en la dieta de perros es de los factores mds importantes
para la salud gastrointestinal. Es sabido que la eleccion del probidtico y el
prebidtico pueden favorecer la digestibilidad, aun con dietas de bajo valor
proteico. El presente estudio evalud el efecto del Enterococcus faecium SFé8 +
inulina sobre la digestibilidad de materia seca y elementos minerales, asi como
pardmetros de calidad de heces en dos grupos de perros adultos alimentados
con dos dietas de diferente perfil energético y proteico. Para disminuir la
variabilidad entre grupos, se utilizaron 20 perros de la estirpe ndhuatl, los cuales
se dividieron en dos grupos con una repeticion por grupo (n=5): GD1: dieta de
baja calidad; GD1Ef: dieta de baja calidad mds Enterococcus faecium SFé8 +
inulina; GD2: dieta de alta calidad y GD2Ef: dieta de alta calidad Enterococcus
faecium SF68 + inulina. El GDI1Ef presente la mayor digestibilidad aparente de
Ca, Mg y MS. El Fe presentd diferencias entre grupos asociada a la dieta. Las

heces con mejor consistencia se presentaron en el GD1Ef.

Palabras clave: Probidtico, inulina, perro, E. faecium, elementos minerales.
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9. Introduccion

Se sabe bien que la dieta influye de forma importante en el ambiente intestinal
(Benyacoub et al., 2003), ingredientes especificos, la digestibilidad, la presencia
o0 ausencia de ciertos microorganismos, residuos fermentables, entre otros
factores, determinan la salud gastrointestinal (Jugan et al., 2017). Junto con el
alimento, el uso de probidticos y prebidticos pueden favorecer efectos
benéficos en los animales mediante diversos mecanismos de accion, como
exclusion competitiva,  secrecion de bacteriocinas, inmunomodulacion,
produccion de nutrientes, asi como mejoras en la absorcion de ciertos

micronutrientes, entre otros factores (Jugan et al., 2017; Lee et al., 2022).

Actualmente los propietarios de perros y gatos buscan mejoras en aspectos
bdsicos como la calidad de las heces. En animales sanos, la calificaciéon y
calidad fecal se relaciona en gran medida con la calidad y por ende el grado
de digestibilidad del alimento, de hecho, algunos estudios han demostrado que
su utilizacion promueve una mayor absorcidn de micronutrientes como el folato
y la cobalamina (Lucena et al., 2018). Para alcanzar estos pardmetros, se ha
empleado tanto la calidad de la dieta como el uso de complementos
nutricionales como los probidticos vy las fibras prebidticos, dentro de las cuales
resalta la inulina, carbohidrato indigestible, que se encuentra en cantidades
abundantes en las plantas (Roberfroid, 2002), algunos de los mecanismos
mediante los cuales promueve la salud gastrointestinal incluyen la estimulacion
del crecimiento de bifidobacterias que producen dcidos grasos voldatiles y que
siven como fuente energética a las células intestinales, manteniendo asi su
estructura y funcionalidad (Nie et al., 2017), también pueden modificar las
condiciones intestinales como el pH, factor que a su vez puede inferir en la
digestibilidad de ciertos nutrientes (Verdonk et al.,, 2005). Por otfra parte, el
Enterococcus faecium es uno de los microorganismo de mayor distribucion en
el tracto gastrointestinal (TGI) de los perros, es una bacteria dcido lactica que
ha sido estudiada y empleado como probidtico en perros (Holzapfel, et al.
2018), una de sus actividades descritas es una mejor consistencia de las heces,

la cual se ha relacionada a una mejor digestibilidad (Greuter et al., 2020; Bybee
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et al., 2011; Mondo et al., 2019), principalmente en pacientes con diarreas de

diversos origenes (Benyacoub et al., 2003).

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de la complementacién
de Enterococcus faecium SFé68 (Forti Flora®, Purina Proplan) de forma
independiente y conjunta con inulina de agave como prebidtico, sobre la
digestibilidad aparente (in vivo) de materia secay elementos minerales (Ca, Mg,
Fe, ZIn y Cu), asi como sobre la materia seca fecal, producciéon de heces,
consumo voluntario y peso vivo, en perros adultos sanos alimentados con dos

dietas comerciales de diferente valor nutricional.
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10. Justificacion

El uso de complementos nutricionales como moduladores intestinales ha
incrementado considerablemente en anos recientes. Los mds comunes son los
prebidticos y probidticos, cuya gran parte de investigacion estd enfocada en
sus efectos sobre la calidad fecal, modificaciones en la microbiota y absorcion
de algunos nutrientes como los minerales, este Ultimo aspecto ha sido poco
estudiado en perros, por lo que este experimental se enfoca en evaluar el efecto
de la complementacion de un prebidtico y un probidtico en dos dietas de
diferente calidad nutricional, sobre la digestibiidad aparente de elementos

minerales.
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11.Objetivos
11.1. Objetivo general

Determinar el efecto de Enterococcus faecium SFé8 (Fortiflora® Purina) a dosis
de 1x108 UFC/dia, solo y con inulina, sobre la digestibiidad aparente de

elementos minerales y la calidad fecal en perros adultos.

11.2. Objetivos especificos

Complementar la dieta de perros adultos sanos con Enterococcus, durante un
periodo de 30 dias (tiempo indicado por el fabricante). faecium SFé8 (Fortiflora®
Purina) a dosis de 1x108 UFC/dia

Complementar la dieta de perros adultos sanos con Enterococcus faecium SFé68
(Fortiflora® Purina) a dosis de 1x108 UFC/dia (Fortiflora® Purina) e inulina de

agave (1% de la dieta) durante 15 dias.

Medir la digestibilidad aparente de elementos minerales (Ca, Mg, Cu, Zn y Fe)

en perros adultos con y sin complementacion.

Medir la humedad y produccidn de heces en perros adultos con y sin

complementacion.
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12. Hipotesis

La complementacidn del probidtico Enterococcus faecium  SF68
(Fortiflora® Purina) a dosis de 1x108 UFC/dia, solo y con inulina, favorecerd de
forma positiva la digestibilidad aparente de elementos minerales (Ca, Mg, Cu,

Iny Fe) y la calidad fecal utilizando un alimento de baja y alta calidad como

dieta base.
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13. Material y Métodos
13.1. Animales

El estudio se llevd a cabo en el bioterio del Instituto Nacional de Cardiologia
Ignacio Chdvez ubicado al sur de la Ciudad de México, México. Todos los
procedimientos realizados fueron aprobados por el SICUAE- Subcomité
Institucional para el Cuidado y Uso de Animales Experimentales de la Universidad

Nacional Autbnoma de México, con el niUmero de protocolo DC2018/2-10.

Se emplearon 20 caninos adultos de la estirpe “Ndhuatl” consanguineos de
laboratorio, de entre 1 - 7 anos con un peso (promedio de 20.6 Kg + DE). Los
animales se encontraban clinicamente sanos, se realizaron pruebas
coprolégicas para descartar la presencia de pardsitos, asicomo la presentacion
de diarreas o signologias digestivas. Cada animal se encontraba alojado en un
espacio individual de 1.5 m2 (NOM 062-Z00-1999) con un comedero y bebedero

de acero inoxidable.

13.2. Alimentacién y complementacion

Se eligieron dos dietas comerciales extrudizadas para perros adultos en
mantenimiento que cumplian con los requerimientos establecidos por AFFCO
(Cuadro 5) para corroborar el contenido ambas dietas fueron sometidas a un

andlisis quimico proximal de acuerdo con la AOAC (2005, 2016)

Los 20 perros se dividieron de forma aleatoria en 4 grupos (n=5), el grupo uno
(identificado como GCD1) y el tres (identificado como GCD2) fueron los
controles que solo se alimentaron con las croquetas (alta y baja calidad —
digestibilidad) sin complementaciéon. Mientras tanto el grupo dos (identificado
como GD1Ef) y grupo cuatro (identificado como GD2Ef) se alimentaron con las
croguetas correspondientes mds un sobre de Enterococcus faecium (Fortiflora®
Purina) SPé8 (1x108 UFC) al dia durante un periodo de 30 dias, y en un sobre de
Enterococcus faecium SP68 (1x108 UFC) + inulina de agave comercial de la
marca NBFoods® calculada al 1% de la racién durante un periodo de 15 dias

adicionales.
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La cantidad de dadlimento se  estableci6 mediante  formula:
REM =132 (PV enKg) %75 para perros activos (Case, 2007). Para medir el
consumo total de alimento durante el tiempo de estudio, el gramaje
correspondiente era ofrecido una vez al dia en los comederos individuales
dispuestos en cada jaula. Se realizé diario recoleccion y pesado del alimento

sobrante antes de administrada la nueva racion.

Cuadro 5. Perfil de macronutrientes de las dietas evaluadas.

Andlito %Materia seca (MS) Dieta 1 (D1) Dieta 2 (D2)
Proteina cruda 20.1 33.8
Extracto etéreo 7.09 14.88

Fibra cruda 4.1 1.5

Cenizas 9.2 5.7

ELN (Elementos libres de 53 42
nitrégeno)

Para las heces, se realizé el pesaje diario de todo lo producido por animal, asi
mismo se realizaba un registro de la calificaciéon basada en la escala fecal de
Bristol (Lewis SJ, 1997). Durante tres dias consecutivos previos a la finalizacion de
cada periodo de complementacion se colectaron la totalidad de las heces
para determinar la digestibilidad aparente de la materia seca, materia orgdnica
y elementos minerales. Las muestras mantuvieron en refrigeracién (5° C) hasta
su procesamiento en el laboratorio de bromatologia Il del Departamento de
Nutricion Animal y Bioguimica de la Facultad de Medicina Veterinaria vy
Lootecnia de la UNAM.
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13.3. Andilisis de laboratorio

13.3.1. Humedad en heces

La determinacion de la humedad en heces se realizd por secado en estufa,
segun lo establecido en AOAC 930.15 (2000). Se realizd pesaje de la muestra
inicial fresca y se expuso a una temperatura de 72 a 75°C por 24 horas o hasta
alcanzar peso constante, una vez realizado tal proceso, los datos se aplicaron

en la siguiente féormula:

%ZHumedad heces = Peso fresco (gramos)— Peso seco (gramos) x100

Peso fresco (gramos)
Para la materia seca se calculd la diferencia de 100 menos el dato anterior:
%MS en heces = 100 - %humedad en heces

13.3.2. Digestibilidad de MS y elementos minerales

Respetando la técnica de AOAC 930.15, se calculd la materia seca del
alimento, conociendo los datos de consumo voluntario por periodo fue posible
estimar los gramos materia seca ingeridos para aplicar en la siguiente férmula
(Stein 2007):

. Gramos de MS consumida—Gramos de MS defecada
%Dig MS = : X 100

Gramos de MS consumda

Para la digestibilidad de elementos minerales, primero fue necesario obtener las
cenizas por el método de calcinacion establecido en AOAC 923.03 (1990)
(Iturbe, 2011). Se pesa 1 gramo de muestra seca en crisoles estandarizados a
peso constante (2 horas en horno a 90°C). Se realiza una pre calcinacién a 90°C
por aproximadamente 15 minutos (campana de extraccidn). Posteriormente se
pasa a mufla precalentada a una temperatura de 550°C durante 5 horas como

minimo.

Una vez frias, las muestras se mezclan con solucién de HCl al 25 % (5 a 10 mL)
durante 20 minutos manteniendo los crisoles en una platina térmica a
temperatura constante de 40°C para favorecer la digestion. Pasado este

tiempo, la muestra se deja enfriar y se procede a filirar con embudo v filiro de
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poro fino en matraces de aforo de 50 ml. Se debe obtener un liquido con una
coloracion amairilla, y aforar con agua des ionizada. Esta solucion final se
almacena en frascos de polipropileno y se conoce como solucidén madre. A
partir de ellas se realiza la medicidn de elementos minerales a partir de

espectrofotometria de absorcién atdmica (Equipo Perkin Eimer).

La absorbancia de cada muestra y de cada elemento mineral, deberdn
obtenerse con un rango lineal definido previamente, para posteriormente
obtener los miligramos de elemento mineral por cada 100 gramos de muestra

(alimento y heces)

Finalmente, esos resultados se expresan en la féormula

Gramos de Mineral consumido—Gramos de Mineral defecado

%Dig Mineral = X 100

Gramos de Mineral consumda

13.4. Andilisis estadistico

Se realizd un diseno completamente aleatorizado 2 x 2. Debido a que algunas
de las variables no cumplieron supuestos de homogeneidad de varianzas, se
realizaron transformaciones Box Cox ajustdndose asi un diseno completamente
aleatorizado de un factor con cuatro niveles y con mediciones repetidas en el
tiempo. A las variables que presentaron diferencias significativas se les aplicaron
contrastes multiples de Bonferroni. El programa utilizado para el andlisis fue JMP

version 8.0.
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14. Resultados

El Cuadro 6 resume los resultados de las digestibilidades aparentes,
caracteristicas fecales, consumo voluntario y peso corporal, por tratamiento,
tiempo, interaccién (Tx * T), periodo y las comparaciones multiples de Bonferroni

en los casos correspondientes.
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Cuadro 6. Resumen de las digestibilidades aparentes y caracteristicas de las

heces por tratamiento y con sus comparaciones multiples de Bonferroni.

. Baja calidad Alta calidad P-value
Parametro ) i .
GD1 GD1Ef GD2 GD2Ef Tx  Tiempo (T) Tx*T Periodo Bonferroni
Digestibilidad nutriente (%)
GD1-GD2 (0.0025)
o GD1-GD2Ef (0.0003)
Calcio (Dia 0-15) 46.70+9.90 4525+2.98 78.83+14.85 7652+2.8 0.0001 GDIEFGD2 (0.0037)
GD1Ef-GD2Ef (0.0004)
0.0001 0.0001  0.0001 GD1-GD1Ef (0.009)
o GD1-GD2 (0.0001)
Calcio (Dia 15-30) 28.18+19.08 49.04+546 915+1278 96.71+0.85 0.0329 GDIEFGD? (0.0088)
GD1-GD2Ef (0.0001)
Calcio (Dia 30-45) * 31.79+19.74 51.0049.90 97.12+048 97.23:0.34 0.4194
GD1-GD2 (0.0009)
o GD1-GD2Ef (0.0013)
Magnesio (Dia 0-15) 98.63+041 9843+045 99.63+0.15 99.52+0.29 0.0001 GD1ERGD2 (0.0010)
0001 00002  0.0001 GD1EF-GD2EF (0.0016)
Magnesio (Dia 15-30) 98.10+0.84 9841+0.19 99.21+0.12 98.98+0.27 0.0026  GD1Ef-GD2 (0.002)
Magnesio (Dia 30-45)* 97.95+0.49 9858+042 99.14+0.17 99.11+0.11 0.8741
Hierro (Dia 0-15) 97.92+055 97.83+025 97.93+093 98.40%057 NA
Hi Dia 15 -30 97.15+1.12 97.81+047 97.99+0.69 98.32+0.67 0.0413 05018  0.4932 NA GD1-GD2 (0.045)
erro (Dia 15 -30) Aol 81 20- 99 £0. 3220 : : : GD1 - GD2Ef (0.0069)
Hierro (Dia 30-45) * 96.95+1.85 98.04+058 98.59+0.17 98.64+0.14 NA
Cobre (Dia 0-15) 97.41+029 97.17+091 97.93+128 98.21+041 0.0009
Cobre (Dia 15-30) 97.01+148 98.00+0.84 97.39+1.16 98.10+137 02519 0.00014 04697 0.8586
Cobre (Dia 30 -45) * 97.32+0.68 9846046 97.93+057 98.25+0.57 0.1504
Zinc (Dia 0-15) 99.12+043 99.3+0.19 97.17+0.97 99.46+0.27 NA
Zinc (Dia 15-30) 98.85+0.45 99.19+0.20 99.19+0.20 99.29+0.34 0.3702 0.3063  0.9512 NA
Zinc (Dia 30-45) * 98.77+0.74 99.26+0.14 99.12+0.14 99.14+0.11 NA
Materia Seca (Dia 0-15) 88.07+1.98 8449+1.38 9504+095 91.28+1.99 0.0007
. ; GD1 - GD1Ef (0.0091)
- 0.0001 0.0001  0.0152
Materia Seca (Dia 15 -30) 80.87 £5.01 83.68+169 9205+3.1 89.43+4.27 0.0003 GD1-GD2Ef (0.0247)
Materia Seca (Dia 30-45) " 72551762 78.16+2.88 84.23+278 86.89 £ 3.62 0.007
Caracteristicas fecales
Materia seca (%) Dia 0-15 35.05+3.60 45494471 33.06+229 42.19+3.62

GD1-GD1Ef (0.0095)
Materia seca (%) Dia 15-30 44884470 5052¢485 4351:7.89 48.94+7.80 (0247 <0.0001 0.1095 0.0014 GD1- GD2Ef(0.0339)
GD1Ef - GD2 (0.029)

Materia seca (%) Dia 30-45 * 59.22+¢7.30 52.81+3.05 60.78+6.96 = 55.65+6.19

Produccion de heces (g) Dia 15-30 269.13£58.27 232.20+46.73 116.5527.06 120.96+17.91 NA GD1-GD2 (0.0001)
» ) . 0.0001 0.1238 0.5818 GD1 - GD2Ef (0.0001)
Produccion de heces (g) Dia 30-45% 236.03+57.13 215.88+21.74 114.04+26.08 115.41+24.93 NA SD1Ef-GD?2 (0.0002)
Otros
Consumo woluntario (g) Dia 15-30  333.4+60.85 362+10.95 272.53+58.18 283.73+39.99 0.1379
- . 0.0650 0.0250  0.1221
Consumo wluntario (g) Dia 15-30% 327.69+67.92 360.07+12.18 300.12+52.37 290.85+34.01 0.0186
Peso corporal inicial (Kg) 20.6 +2.16 215+2.03  20.1+3.78 20316

0.9742 0.0050 0.2374
Peso corporal final (Kg) Day 45 1942427  197+211  19.7+4.12 20£1.22
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14.1. Digestibilidad aparente de elementos minerales
(Crampton y Lloyd 1959)

14.1.1. Calcio

Para este elemento mineral se encontré una diferencia significativa en la
interaccion del tiempo * tratamiento (T*tx) (p = 0.0001). La digestibilidad
aparente del calcio presentd una diferencia significativa entre el dia 0-15 (p =
0.0001), y 15-30 (p<0.0329), mds no asi entre el dia 30 a 45 (p = 0.4197). Para
determinar los tratamientos entre los que existid diferencia significativa se
realizaron comparaciones multiples de Bonferroni que pueden observarse en el

Cuadro é. Figura 4.

14.1.2. Magnesio

De forma similar al calcio, el magnesio expresd una diferencia significativa en la
interaccion del tiempo * tratamiento (T*tx) (p=0.0001). La diferencia se presentd
entre los dias 0-15 (p = 0.0001), y entre el 15 -30 (p=0.0026). Para determinar los
tfratamientos entre los que hubo diferencia significativa se realizaron
comparaciones multiples de Bonferroni que pueden observarse en el Cuadro 6.
El periodo entre el dia 30 y 45 no mostré diferencias significativas (p = 0.8741).

Figura 4.
14.1.3. Hierro

Para la digestibilidad de hierro, se encontraron diferencias entre tratamientos
(p =0.0413), de acuerdo a las comparaciones multiples, los tratamientos con
diferencia son el GD1 vs GD2 (enfre dietas) y GD1 vs GD2Ef (dieta 1 no

complementadas vs dieta 2 complementada). Figura 4.

14.1.4. Cobre

El cobre Unicamente presentd diferencia significativa en el tiempo (p = 0.00014),

sin efecto del fratamiento o dieta. Figura 4.
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Figura 4. Digestibilidad aparente de elementos minerales por grupo a

través del tiempo. 1) Calcio, 2) Magnesio, 3) Hierro, 4) Cobre.

14.2. Digestibilidad Materia Seca

Para la digestibilidoad de materia seca hubo diferencia significativa en la
inferaccion entre tiempo * fratamiento (T*tx) (p=0.0095), sélo para el tiempo 15
a 30 (p=0.0007), por su parte, el tiempo del dia 30 al 45 no fue significativo
(0p=0.411). Figura 7. Para identificar los tratamientos entre los que existid
diferencia en el periodo del dia 15 a 30, se realizaron comparaciones multiples

de Bonferroni. Cuadro 6. Figura 5.
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Figura 5. Digestibilidad de la materia seca (%) por grupo a través del

tiempo.

14.3. Consumo voluntario (Minson 1990)

El consumo voluntario presento diferencia estadisticamente significativa
Unicamente para el fiempo (p=0.0250), en el periodo correspondiente al dia 30

a dia 45 (p=0.0186). Cuadro 6. Figura 6.
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Figura 6. Consumo voluntario (gramos) por grupo a través del tiempo.
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14.4. Produccion de heces

Para las heces producidas se encontraron diferencias significativas entre
fratamientos (p = 0.0001). Se realizaron comparaciones multiples de Bonferroni

para identificar los tfratamientos que fueron diferentes. Cuadro 6. Figura 7.
14.5. Materia seca en heces

Para el porcentaje de materia seca en las heces, se encontré una diferencia
significativa entre tfratamientos (p=0.027) y entre tiempos tiempos (p=0.0001), no
asi entre la interaccién fiempo x tratamiento (p=0.1095). El fiempo en que se
encontrd una diferencia significativa, fue el correspondiente al dia 15-30 (p =
0014), y para identificar los tratamientos que fueron diferentes, realizaron

comparaciones multiples de Bonferroni. Cuadro é. Figura 7.
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Figura 7. 1) Materia seca en heces (%) y 2) produccién total de heces (g) por

grupo a través del tiempo.
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14.6. Peso corporal

Para la diferencia entre el peso inicial y el peso final de los sujetos
experimentales, no se encontré efecto por tratamiento (p=0.9742) ni por la
intferaccion tiempo x tratamiento (p=0.2374). Sélo se identificd una diferencia en

el tiempo, peso inicial (dia 0) — peso final (dia 45) (p=0.005). Cuadro é. Figura 8.

Grupo
GO
GD1ET
GOZ
GD2Ef

19.5 4

Do D45
Tiempo

Figura 8. Peso inicial y peso final (Kg) por grupo a través del tiempo.
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15. Discusion

Los alimentos comerciales para perros rigen su elaboracion en los estdndares
establecidos por AFFCO (América) y FEDIAF (Europa), con la intencidén de
mantener los requerimientos minimos necesarios para la especie (Burdett 2018).
La calidad de una dieta se puede valorar con el grado de digestibilidad de sus
nutrientes, que a su vez utiliza de herramienta la calidad de las heces medida a
partir de la escala de Bristol. Heces firmes y bien formadas son indicativo de una
adecuada salud gastrointestinal, mientras que heces acuosas, sin forma o con
volumen incrementado, son indicativos de diarrea cuyo origen puede ser la
calidad alimentaria y el acumulo de nutrientes no digeridos (diarrea osmatical)
(Marks 2013).

Con la finalidad de mejorar estos pardmetros, existen complementos como las
fibras prebidticas (inulina, achicoria, FOOS, MOOS) (Rose 2017), y los probidticos
(microorganismos vivos de diferentes cepas conocidas) (Nixon 2019), que tienen
la capacidad de generar cambios en el ambiente intestinal (microbioma)

cuando se administran junto con o adicional a la dieta base.

15.1. Digestibilidad aparente de elementos minerales

15.1.1. Calcio y magnesio

Actualmente, los alimentos comerciales para perro estdn disenados bajo
recomendaciones de limites minimos y md&ximos de nutrientes establecidos por
asociaciones como AAFCO y NRC. Por lo regular la investigacion de los
macronutrientes y su digestibilidad son abundantes, pero la informacion
respecto ala absorcién de micronutrientes, es escaza (Cargoo-Froom 2019). Los
productos comerciales disponibles no sdlo se centran en cumplir con los aportes
adecuados, sino también en la biodisponibilidad de las fuentes que emplean,
la capacidad de absorcion de las mismas y las posibles interacciones con otros
nutrientes, siendo mdas marcadas estas caracteristicas en los alimentos

considerados de gama alta contra los alimentos bdsicos o de gama baja. De
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forma adicional, se ha buscado la implementacion de complementos como los
probidticos vy fibras prebidticas como la inulina para mejorar el nivel de absorcion
de nutrientes como el calcio y el magnesio (Scholz 2002). En el presente estudio
fue posible observar que la complementacion con Enterococcus faecium SFé68
(1x108 UFC) por un periodo de 30 dias, incremento la digestibilidad aparente de
calcio (28.19% GCD1 vs 49.05% GD1Ef). Este efecto ha sido descrito por Chawla
(2013) quien demostrdé una mayor biodisponibilidad de calcio en pollos
complementados con una dosis de 2.8 x 108 UFC/ Kg, y por Moura (2011) quien
demostré que la complementacién de una mezcla de 1 x 108 UFC/g de B.
bifidum, E. faecium, L. acidophilus, L. plantarum y 105 UFC/ g de levadura S.
cerevisiae mejora la digestibilidad aparente de calcio en caballos adultos en
comparacién con animales no complementados (42.18% vs 49.55%). La mejora
en la absorcion de este elemento mineral en el tracto gastrointestinal se debe a
un incremento en su solubilidad, que se ha asociado fuertemente a una
reduccion del pH duodenal, consecuencia de la fermentacion bacteriana que

genera dcidos orgdnicos y dcidos grasos de cadena corta.

Como particularidad de la digestibilidad aparente del calcio, se encontré una
diferencia significativa ente la dieta de baja calidad sin complemento y la dieta
de alta calidad con y sin complemento. Esto se puede deber a la
biodisponibilidad y fuentes de calcio empleadas entre dietas. El carbonato y
cifrato de calcio son los principales complementos comerciales de calcio,
seguidos de presentaciones como los fosfatos, gluconatos, lactatos, malatos y
ofras sales. La mezcla de fuentes permite incrementar la solubilidad vy
disponibilidad del elemento mineral. El alimento de alta calidad reporta en su
etiqueta el uso de carbonato de calcio (40% de Ca, con solubilidad de 46 g/L)
+ ortofosfato de calcio (17 al 36% de Ca, con solubilidad de 21 g/L) (Shkenbi
2022). El alimento de baja calidad, no reporta en su efiqueta su(s) fuente(s) de
Ca, limitando la informacidon a “sales”, por lo que se desconoce si se emplean
mezclas o un solo tipo de sal, y por ende la posible biodisponibilidad. Esto Ultimo
también puede explicar la diferencia entre las dietas de alta y baja calidad
complementadas (GD1Ef vs GD2Ef), asumiendo que la participacion de las
fuentes de calcio utilizadas entre dietas, es determinante en el grado de

absorciéon aparente, adicional a la complementacion.
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Respecto a la digestibilidad aparente del magnesio, la dieta de baja calidad
complementada y sin complementar (GD1 y GD1Ef) fue diferente a los grupos
de dieta de alta calidad. Esto indica que las variaciones se asocian mdas con las
fuentes del elemento mineral utilizadas en ambos productos que con la
complementacion. La biodisponibilidad y solubilidad del magnesio depende
gran medida de si proviene de una fuente orgdnica (citrato p.ej) o inorgdnica
(6xido p.ej), siendo las primeras las de mayor solubilidad, pero contenido
limitado de elemento mineral (Blancquaert 2019). El alimento de alta calidad
reporta uso de sulfato de magnesio, mientras que la dieta de baja calidad no

especifica y mantiene el uso general de dxidos y/o sales.

La inclusion de fibras prebidticas y la combinacion simbidtica (prebidticos +
probidticos), también ha mostrado cambios en el pH que favorecen la
solubilizacién — absorciéon de calcio y magnesio (Bielik 2021). En el presente
estudio la complementacion de inulina con fines simbidticos no demostrd ningun
beneficio sobre la absorcion de estos elementos minerales para ninguna de las
dietas (dia 30 a 45 de complementacién). Esto también puede deberse a que
de acuerdo a un estudio reciente de Perini (2020), el tiempo minimo para
observar efectos positivos en pardmetros inmunoldgicos y fecales en perros, con
una complementacion al 1% (como la empleada en el presente experimental),
debe redalizarse por lo menos a 60 dias, y para observar mejores resultados en un

periodo < 40 dias, se sugiere que la dosis sea mds elevada.

15.1.2. Hierro

El hierro es un elemento mineral cuya absorcidn es principalmente a nivel de
duodeno y en estado ferroso (Fe?t). En la dieta puede presentarse en dos formas:
no heme (cereales y vegetales) y heme (carne), siendo esta Ultima la que tiene
mejor grado de absorcion y biodisponibilidad. (Dinaz 2012; Darius 2015; Gulec
2014). De forma general, la capacidad del duodeno para absorber hierro, es
limitada. (Dinaz 2012; Mc Cown 2011)

Para el caso del hierro, se encontraron diferencias significativas entre la dieta de

baja calidad no complementada y los dos grupos de la dieta de alta calidad
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(con y sin complemento). Esto puede deberse netamente a la diferencia en la
biodisponibilidad del hierro a partir de los ingredientes empleados entre las

dietas.

De acuerdo con Hurrel (2010), existen dos formas de hierro dietario, el no heme
que estd presente en plantas, cereales y carnicos, y el heme que es mdas comun
en tejidos de origen animal. Este Ultimo contribuye en mas del 40 % del hierro
absorbido en el tracto gastrointestinal. Ademds de este factor, es importante
tomar en cuenta posibles inhibidores o potencializadores de la absorcion de
este elemento mineral. Los inhibidores incluyen fitatos y poli fenoles presentes en
frutas, vegetales y cereales, cantidades elevadas de calcio en la dieta y
proteinas de la leche y el huevo. Por otra parte, el principal potencializador es

el dcido ascorbico, seguido de la inclusion de tejido cdrnico.

La dieta 1 (baja calidad) tiene dentro de sus primeros ingredientes: Cereales y
derivados, menudencias de pollo y/o res y/o puerco y/o pastas de oleaginosas,
grasa animal y aceite vegetal. La dieta 2 (alta calidad) por su parte, contiene:
harina de subproductos de pollo, harina de carne y hueso, harina de pescado,

maiz arroz y trigo.

La mayor parte de las comparativas de digestibilidad entre fuentes de proteina
e ingredientes estdn enfocados a los macronutrientes (Vanelli 2021). El estudio
mds cercano que compara la digestibilidad de elementos minerales incluyendo
los elementos traza, a partir de dietas vegetales vs animales no mostrd
diferencias significativas para el hierro (Vegetal 114% vs Animal 140% en
digestibilidad verdadera), por lo que podria pensarse en mds estudios que
relacionen estas caracteristicas con nufrienfes menos considerados como los

fraza.

15.2. Digestibilidad Materia seca

Algunos estudios previos en perros no han demostrado un efecto sobre la
digestibilidad aparente de materia seca al emplear probidticos como

complementos. Biourge (1998) reporté que el uso de dosis generales de
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probidticos de 7.5 x108 UFC/ dia; no resultaban en una modificacion positiva de
este pardmetro. Yang Sun (2019) en un estudio con Weisella cibara JW15 a dosis
de 3x108y 3x10° tampoco encontrd efectos sobre la materia seca (digestibilidad
de 86.99 vs 87.12; p=0.4080). Estudios comparables en animales de produccion,
han tenido resultados diferentes. Yan Kim (2013) complementé dos dietas de
diferente densidad energética (baja y alta) para cerdos en crecimiento, con
Enterococcus faecium DSM7134 a dosis de 1x10'° UFC/g durante 6 semanas,
encontrando un incremento en la digestibilidad de materia seca tras el uso del
probidtico (74.9% vs 79.3% en la dieta de alta densidad energética y 73.5% vs
77 .6% en la dieta de baja densidad energétical). Este efecto es similar al descrito
en el presente experimental, en el que la dieta de baja calidad, tuvo una
diferencia significativa en el pardmetro mencionado (80.86 % vs 83.68%) durante
el periodo (dia 15 a 30) en el que se complementd el probidtico Enterococcus
faecium SF68 a dosis de 1x108 UFC/g. Efecto que se mantuvo durante el periodo
de complementacion de fibra a partir de inulina (72.55% vs 78.16%), lo cual
puede reflejar un posible efecto simbidtico positivo entre inulina + E. faecium
para este pardmetro analizado. De acuerdo a lo descrito en animales de
produccion, esto se explica por la posible interaccién de los microorganismos a
nivel intestinal, que en conjunto con la fibra, mejora el balance, metabolismo y

transformacién del alimento, facilitando su digestiéon y utilizacion.

Durante el periodo de complementacion probidtico + inulina (dia 30 a 45),
también fue posible encontrar una diferencia significativa (p = 0.007), a favor
del grupo complementado (78.16% vs 72.55%), lo cual puede implicar que enla
digestibilidad de la materia seca, si existe un efecto simbidtico. Esto contrasta
con Lee (2022), quién reporté que la digestibilidad de materia seca, es menor
tfras administrar una dieta complementada con inulina y lactobacilos
(digestibilidad control 85.2% vs digestibilidad simbidtico 74.9%, p = <0.0001).
Pinna (2018) menciona que los oligosacdridos no digestibles, como la inulina y
los fructooligosacdridos (FOS), se asocian a una mejor digestibilidad de macro y

micronutrientes.
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15.3. Produccién y % materia seca en heces

La produccidon de las heces se relaciona de forma inversa con la calidad de la
dieta, es decir que a mayor grado de digestibilidad (calidad), menor serd el
volumen de las excreciones, ademds de resultar mdas sélidas y mejor formadas
(Brambillasca;2010). Do (2021) compard caracteristicas fecales en perros
alimentados con dietas de diferente calidad basada en el tipo de ingredientes,
incluyendo de grado humano que hipotéticamente debe tener un alto nivel de
digestibilidad; concluyendo que la calidad de la dieta reduce el volumen fecal
(31.85gr/diavs 11.15 gr/dia),. Bermingham (2017) evalud que una dieta de mejor
digestibilidad de proteina y energia, resulta en una menor produccion de heces
diarias (70.4 gr/dia vs 24.9 gr/dia). De forma similar en este estudio, fue posible
observar una menor produccion de heces en la dieta de alta calidad (cony sin
complemento) respecto ala dieta de baja calidad (GD1: 17gr/dia; GD1Ef: 15.35
gr/dia vs GD2: 7.6gr; GD2Ef 7.8 gr/dia).

Bruni (2020) demostré que la complementacion de Lactobacillus acidophilus
D2/CSL a dosis de 5x10'°© UFC/g durante 28 dias, reduce la cantidad de
humedad en heces generando mejores caracteristicas fecales, esto tanto en
Labrador Retriever como en Cocker Spaniel. Por su parte, Portella (2010), reporta
que una dieta complementada con Bacillus subitilis durante 25 dias, modifica
la materia seca en heces (36.5% grupo control vs 39.1% grupo probidtico), similar
a lo encontrado en el presente estudio a los 30 dias (GD1: 44.88% vs GDI1EF :
50.52%). Cabe mencionar que este efecto sdlo se observd en la
complementaciéon de la dieta de baja calidad, lo cual implicaria que una dieta
de alta digestibilidad, no se veria mejorada por el uso de probidticos como

complementos.

15.4. Consumo voluntario y peso vivo

El consumo voluntario de alimento se incrementé a lo largo del tiempo,
independientemente a los fratamientos. Por ello se puede asumir que fue una
respuesta de preferencia intrinseca, sabiendo que los animales regulan su
consumo voluntario para cubrir sus requerimientos y mantener la homeostasis
(Alegria-Mordan 2019).
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El peso de los animales tuvo un comportamiento directamente inverso al
consumo voluntario. Se redujo la media general (20.65 vs 19.70) pero sin generar
un efecto negativo en la condicidn corporal ni masa muscular (WASAVA). Por lo
que se puede relacionar con la capacidad de regulacidon que fienen los
animales, asi como los factores infrinsecos y exfrinsecos que determinan su
consumo voluntario, gasto energético y mantenimiento del peso vivo

(Bermingham;2014).
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16. Conclusiones

La complementacién de Enterococcus faecium SFé8 (Fortiflora® Purina) a dosis
de 1x108 durante 30 dias, puede incrementar la digestibiidad aparente de
calcio y materia seca, asi como reducir la produccidn de heces y en nivel de
humedad en las mismas, particularmente cuando la dieta es de baja
digestibilidad, aunque el grado de aprovechamiento o de mejoras en las
caracteristicas fecales, no alcanza a ser similar al de una dieta de alta
digestibilidad. La mejor absorcién de hierro y cobre, son atribuibles sélo al tipo
de dieta. La complementacion adicional de inulina + probidtico Unicamente
modifica la digestibilidad de la materia seca, requiriéndose probablemente mas

tiempo de uso en conjunto para generar un efecto simbidtico mayor.
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18. ANEXOS

18.1. ANEXO I Lista de ingredientes de los alimentos empleados en el

experimental.

Alimento 1 Alta digestibilidad

Carne de pollo, maiz, harina proteica de pollo,
frigo, gluten de maiz, grasa animal (res y/o
cerdo) preservada con tocoferoles (fuente de
vitamina E y dcidos grasos omega é),
hidrolizado de pollo y/o cerdo, levadura seca
de cerveceria inactiva (Saccharomyces
ssp.),  pulpa de

ortofosfato y/o carbonato de calcio, arroz,

cerevisioe remolacha,

cloruro de potasio, aminodcidos (lising,
metionina y taurina), zeolita, inulina, cloruro de
sodio**, aceite de pescado y/o harina de alga
(Schizochytrium sp.) fuente de EPA y d&cido
graso omega 3, vitaminas [A, C, D3, E, K3,
mononitrato de tiamina (B1), riboflavina (B2),
(B3), (BS).

hidrocloruro de piridoxina (Bé), biotina (B7),

niacina pantotenato de calcio
dcido folico (B?), cianocobalamina (B12)], BHT,
sorbato de potasio, pirofosfato tetrasddico
(TSPP), spirulina (Arthrospira platensis), cloruro

de coling, minerales , huevo.

Alimento 2 Baja digestibilidad

Cereales y sus derivados, harina y/o
subproductos (menudencias) de pollo
y/o res y/o puerco y/o pastas de
oleaginosas, grasas de res y/o puerco
y/o pollo (conservada con BHA/BHT)
y/o aceite vegetal, sabor natural y/o
artificial de pollo y/o puerco y/o res,
colorantes de origen natural y/o
artificiales, sal yodatada, anfioxidante
(BHA/BHT). Vitaminas: suplementos de
(B2),
dcido pantoténico (B5), cobalamina
(B12),

Minerales: oxidos y/o sales de potasio,

coling, vitamina E, riboflavina

vitamina  D.

vitamina A,

zinc, yodo y cobre.
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18.2. ANEXO II. TECNICA DE EXTRACCION DE ADN. TOMADO DE

2001, EDITADO GARCIA 2019.

Preparacion
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‘ Precipitado
i s . + 19"1‘315 de
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18.3. ANEXO lil. ARTICULO PUBLICADO.

O bl Lo TS S w0 TR
el i 0T

M/I‘Uetennana

Pubiirrte Dl o i P & Msiors el e 7 i e st

High levels of dietary digestible protein
transiently promote beneficial bacteria
in adult dog feces

Abstract
Mowadsys, many commercal dog diets miect the: ingresdiemts not only @
mest the neads of the individual and maintzin a balance beteesn nutrition,”
microbiome,hesith; fiber and protein quality i Enown o be one of the: mos
mmpeorisnt fsciors in this balance. Dests high i low digestible progein fend o
= that indue inflammation, whils high digestible protein and fememtable
fbers heve been redaied to benefical bactens, The study's chjectie was &
dentify dhanges in the relatve sbundance of spedfic micoogansms {Jes-
indium perfngers, Enteroooars loeoom, [ocdohaols soffvorius, Bodenod-
i frogpiles and Fusobodienim varum) by PR (pofymersse dain macion),
=xocmied with wwo diets of different qualiey and i aduk
' e bl o were used, diaded into o gmp:. e o m:g::ﬁ ahri;?dgm
*irmiftutn cieFoun o G e y Prodc sideed iility diet (HO (n = 10, the second one with 2 low digestiley diet (LD
e mammns, (n = 10 Afer 3 deys of adaptation i the diet, fecsl ssmples were tsken
il g SETHL =t daays 15 and 50, The resuls showed that the high-quality dist promotes
A Unibraraltiar] Fsrioral Aty s e i, & terment noease (1% days) n the relafve abundanos of E vorom and E
ww::;m ferium, = wel 2 2 persstent inmesse in et of L sofeooes and B frog-
Chorial de Henkr, ke ks uml day 30, Apperently, however, healthy adult dogs evenhually balance

4 Univerniciac Mol A ftrers s S i,
i ther fecal micobiots, regardless of the dietary proten evel and dgestbility.

O it e e | ol P g i “Emfnm.ﬂhﬂfnithﬂﬂiﬂrchﬂpﬂﬂm:flh!ﬂﬂ|ﬂﬁ:rppﬂﬂ!h
D] he B, Bbirkn. this spacies.

KEyWONS dog; micobioks; diel; qualty; profein digeibity

it By o
.....,_..D,E_._“"'"'"_.“: LCosio-Carpintern KE, Gubénes Ohvera C, Mérques Mot 0T, Drege-Cemil ME, Séncher-
Corugles MU, Caifmes Dbvera L. High levebs of dictary digestible prolein bensienthy
oparmnes m promole beneficial barderia in adult dog feces:. Vetrinara Miscs 04 2024, dot
N e AT e 00T 985
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Study contribution
Intestina migobiota & an imporant topc in gastroentenc human and weennary
health. This study shows dhat high levels of digestible proisin trarsiently promote:
benfical baciena in dog feces. & slso demorstted that, ot least in hesfthy dogs,
a hrwr digestibity diet does ot inmesse the sbundances of pathogenic bactens
Theredore, heakiry dogs on ether Righ or low proten conent and digestibilty dizts
can standandiee and balance their microbsots.

Intreduction

Doz aned 2t nutrition is an anea that hes gained interest rmoenth. Mossdays, peo-
cessed animal feed is designed not only to nowrish bt slse to offer beakh bene-
fits thiough the ingredients used in their formulstion (.7 Macorrients, such as
carbotrpdrates, fats, =nd protein, heve 2 grest impact on the: imestinal mioohiome:
in cais and dogs ! Hence, interse research has foassed on saudying e e
adions: betwern microorgansms, food, and host, both in bealiy and diseased
anirnats (=)

Part of the main assocations found, ndude the fermentation of non-digestible
carboirpdestes, such as fiber. This dictary component favors grester produdion of
wolatie fa%y sods, spedically butyrate, which 5 a nutrbonal source: for enteroopies
and has srsneoplastic properties, $us being a fundamental part of ge=intestina
bz 5.5 Cormersely, proteins and sming acds wsed by proteckic baders fend
to inezse fecal pH and sSmulse the production of hamful metsbolites for the:
intesting, much 2 ammani, indolkes and phenos &7

Ky microoganisms that actively paridpate in fermentsfive processes, sudh as
Eubsocteriom, Bocternides, (Gostngiurm, Aeptocoos, Sfidabactanum, and [octo-
bocillus hawve ako been iderified "= Some of these micoogrisms irteract with
each other modiy the micoemircnment, prevers the: colonization of pathopens, in-
fervene in the dipestion of some nuinents, and stmulate the immune sypstem, 510
Others, such as Josingiom perinngens, nmesse the mnoentsion of puiretadion
compounds, (10 B a2 wel as binperic amines that generaie possible inflammatony
efiecs, assocated with chionic diseases ™ These predominant micoorganisms
can mairntain stahilty, which & undoubledly ahered positresly or negatively depend-
ing mainky on the diet mnsumed by the anmal (1)

Shudies on bow protedn, fiber, carbochydmtes, and cther murients influence:
the mirobola have been inoeasng and have focused on companing raw dicts
{BARF = Bidlcgizally Appropriste Raw Food) with commeerdal diets. it hes been
obmerved that food with high protein and fat, obtsined from netural sources, educe:
the proporion of pener sudh = {ocisboolis spp, Peraleciobodiies spp, and
Frevotsin spp, 170 = wed as Protecbactena =) Other shudies that have evalbusted
the efiedt of protein and is sowoes (by-produds) have determined that high con-
cerrations of this maconutnient fvor Fuscbaciena () Dther studies on fundional
fibers and prebiotics, such as inulin and frudars, heve reporied & redudion in the:
oonentiaion of Fusohacieris as wel 25 an inoesse in Frmioses, athough eslis
rrq"ﬂ','unmirlilﬂ.ld:.“:
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The digestibiiey of the diet also plays an essential role in the: micobiome
Everything that is not digested and sbeorbed in the small imestine by the animal
represaric 3 subsirte svsilsbbs for bacheria in the molon Y This shudy simad 1o
ealuse the effect of protein digestibiiny and the quality of wo processed diets on
the relative abundance of spedfic micooEnisme.

Materials and methods
Ethical statement
This shady was ovakated and approved by the Instusonal Subopmmittes for the

Care and Use of Expenmental Arimals {SHOUAE], Faity of Velermany Medione,
Mational Ausonomous Universty of Meoco, with protooo] numiber DC-20082-100

Animals
Tweerty dinicaly healiy, non-sterlived aduhl dogs, 15 females and 5 males, differ-
e bresds between 2 and G years old, with an sversge wesght of 7 kg, were used
in a completely randormized design. Fao groups were: rndomly fomed; e food
saledion was made mnsdenng the pamsmeters established by AFFCD (2001) for
dogs n mainienance. The firdt group wes fed with figh protein kibble (222 % 07 in
O}, high energy dereaty (& 5 500 koal /100 ) and progsin dipestibility grester than
759 (high qualisg-digestibiity (HDY); the s=mond group was fed a minimum lews
of proten (20% O in DM), low enegy dersty (<03 200 kol 100E) and profsin
dipesabifity less than 75 % low quality-low digestibiey (L.

A 3-day adaptation peniod o the new food wess mniemplated fo svoid diges-
five problems. To dislemine fhe amounts 1o be oflensd, the enegy requirement
of the animals weas caloulsted ndridually and based on the following formudsc ™

Mainiznence enengy requiremens (REM) = (e weight)®7= = 55) kol

Al animals were kepl in house conditions, without cage mnfinemen, with aooess
o the yard 1o reduce stress, without addiSional food and evalusted for the presence
of undesimbie behwmaors such as mprophagia. At $e beginning, middle and end of
the expermenial pesiod, the body mndition, musde mass and wesght of the: ani-
mials were ovabuated,

Food

The food was weghed for ndnidual adminsration fo esch expenmentsl subjed,
offiered in a daiy infake in which 1ot consumpion wes puaranieed. The offered
fiood was subjecied 0 a2 bromaological study 10 detemmine moishure, oude pro-
fein (), qude =, qude fiber, ashes, crbobrydetes, a5 well 25 rue proten ([T,
indigestible: proein (1P, i wiro protein dgesbility (WPD), neubral detergent fiber
{MOF) and acd detegent fiber (ADF). All these anafyses wene perfomed according
10 the: refmmnce methads of ADAC Irtemetioral ' ssoept for MODF snd ADET7)
{Takie 1L
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Table L Means and standard deviabiors of progmate dhemical compasion o= 3]

of the mpermental dicts (et basis)

| o

w0 | w |
Mathes 50 08T 15 & 042
Chade probein 338 & 03B 200 %21
Crude =t 149 & 001 EAE Srlull]
Cnade fiber 15032 4.1+ 001
fshes 570 0.0 & 0D
Carbobydmtes 30 % 135 550+ 18
T prodein 356 & 07 (A ]
Inchpestible: profen LTS :
Froten digestibiiny T8+ 009 123+ 028
Neutral deterpent fiber 105 + 053 a5+02
Aokl delmrpent fber 785 £ 036 IS 0I5

1 HEx high quabty and digessbilty; L: kow quality and digsibikey

Stood samplas

Samples were olleded on the day the tanstion was completed (D, 15, and 30)
of the experimental period. Boreta were collecied immediiely after defemton,
erering that they did not touch the: ground. Hermetic bags were usad o preserve
thern and keptin despfresring mndiions {-70 0.

DHA extraction

For DA estraction, the bactenal pelet was first obianed using 2 g of samples and
Sml of 1= PAS (137-mid Na, 2.7 mbd KO, 10 mM BagHPO,, 2 mi KH PO, L
A mocdified cermrifupston wes perfomed at 200 = g for 5 min and 1 mb of the
supematant was recoverssd in a 2 mil Eppendor tube. To obtsin & deaner pellat,
w0 more cenmnfugation steps (200 = g for 5 min) were perfomed, decanting
the hiqud and reowenng the pellet at each step, ending with a centrifugabon at
10000 rpm for 15 min and rscovenng the pallet in 1 ml of 1« PES.

In the: fral pellet, badenal genomic (B0) NA was extacied usng & modied
cetyl mimetisd ammonium bromnide (CTAR, 10%) fechnigue’S 177 that indudes
precpitation in sopropancl kg the sample under refrpestion forat least 12 h
W 1=ad the following modificstions of the technique: A) Re-supend the: peliet
obtained from washing in 570 pl. of TE buffer + 50 pl of hsoryme (10 mg/mil)
incubating at 57 *C for 30 min. B) Incubate at 56 *C for 1 b afer the: additon of
30 pl sodun dodecy sulate + £ pl. proteinase K

The imtegrity of the DNA was confimmed by aganose ged deciophoresis (008 9
agamss] nn at #0V and 300 md for 45 min. The DNA was visualired using a
ged photodooumentation system (Hgure T Subsequentty, quantifications were per-
formed in 2 Mancdopd spectopholomester.
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Real-time PCR
Al sampies were standardied &t 4 ng/ml. of DNA concentrtion, from wiuch gPCR
was performed L=ing the KAPA SYBR® FAST for light oyder® 480 bit. The reaction
volume was 12 pl (Gul KAPA SYERE FAST + 5.4 pl radease-fime moleodr biclo
gy prade water + 0.6 yl forward and reverse pamerss + 2 pl. sample). The followrg
pamess were used for detectng micoorganisms tarpetng = fragmene of the 165
gene. (Tabie 2 ) The ssmples were camed out m duplcate on the Rotor Cene®® with
an inital denstuation step (55° OS5 men), foiowed by 3% oydes of denstration
(9% *(/30 =), prener annesing (spaciic for sach microogansm, see Table ), am
pification (72 *(/30 5), and fnal extension (72 “(J/3 mn).

The resufts were ansfyred with the Grex@ program. The abtsined cyde time
(Q) threshold values were mnsidersd acoeptsble in rephcates that difered by
& maarnum of cne cyde fom esch other. Relstive sbundance was determaned
(Micosoft® Esced) by the AACH method (') The unwerssl pames was used as
rederence (t and the day zero ssmpling O as controls, We used the llowng for
muls to cakasiste the AACY

AL A = (2 of the tarpet ricroorgansm - Aversge reference
AC: B = Day 0 C (control) of the target micoorgsnzm - Averape sefemnoe
AACE = Averap=ACI B - A A

The AAT value was then used to calaudate the relative abundance (RA):

RA - 2440

Statistical analysis

The epeament had & completely randormnoed design with tao tresements, each
one with ten rapicses. The results of rdatve sbundance wer anslyred with the
AME SPSSE Stesstics program, verson 23. Nomnaley (Shapro-Wik test) and ho
mogenety of vanances (Levene's test) were evabssted!'?; by not complying with
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Table?. Forward {F) and revers= (F) pimers used tn amplify a fragment of the 165 gene

Boctonoidos foqils ;El'ﬂl'lm 151 5F
CCATICICTTTOOSCT TGRS

Chatndum perfngons Fr O AT TG GG ACT TGAGIG C ] 55
R CTT MGG WA GGT TOT T0G 06T 16

Entoromos krootam Fo GO GOO0GEACCTG il el
R GTTACTCTCATOCTIGTRC T

Fusoborioniam vanvm Fr GOGATGTCAAADGCTOG 145 57
R OOGCTGAGGTIOGAD

ladobonlivs seivons F: GTTCRECTADGGITACCT TGETINGG 25 57
R TTCRCAGT TOGGAT TOIRGGE TG

Lirwersal Fr ACTOCTACCGINGGOAGCAD 158 &0
R ATTADCGOGGE TG

the assumptions for pammetnic fests, non-parametn iescts were used, workng with
ranges for the: results.

We mmpared the bacierial abundanoe betweren diets over Sme by using the
tann Whitney U test (mank-sum) The Knelall Wals test was used In evaluate
the diferences besween the relstive abundance of each micooganism. Fnaly, 1o
determine wesher there was a difference in the relstrve bactenal sbundance of the
diets over tme, e Fiedman iest was wwed a5 an alemative to ANDVA for paired
samples. A Psalue (P < 00%) was corsdered a sistishcally significant diferenos.
Al the onginal values (relstive shundance]) were ransfommed into ranks for snalyse.

Results

Mainrank of relative abundance betweean diets

Tabie 3 shows the difierence in the main mnk: of relstve shundsnce of each mi-
ooupEnism betwean dists ower tme. We ohserved a higher abundsnce of
the micooEanisTs Fusshocznum sanum and Enlerooooous ieeoum in e frst
15 days of consumption and [ooobomles salfvanis and Bifcobocterom animmls
after 20 days of cormumpbion of the HD det

Mainrank of relative abindance of popul ations
The main mnk of relstve abundances of e populstions of micoongsnisms did not

change sgniicantly during the study penod per diet offered (Hgure2).

Mainrank of relative abundance between days 1 5and 30

Fecal samples from animaks on the HD diet had higher overall badensl reltie
abundance (P = 0L0S) on day 1% than on day 30 post administiaion: main rank
2 (mnge 1-2) and 1 (mrge 1-7), repectively. Conversely, overal badeial elstive
abundance was Smiler (P = 0.180) &t 15 and 30 days post administration in the
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Table 1 Main rark of refsthve abundance of miooorgenisms in the feces of dogs*

u

a8z 03 D120
vuu] (z-15) [T ﬁ-m:n

F. vt ™ 63 [1Tea 01 151 0 bl ]
(1020 (5-14) (B-20) (2-10)

1. sofvories JERD 5E << D00 154e il 0GR
(10200 Z-17) (B2 (2-16)

E foooum 4 63 [ Teal 115 fr 13 0A=ID
(o e @I e

. frogis 138 FAL (] (R == [LTE30
B (-1} {10-18) 220

" Dietsat 15 and 50 days post adminstzbon (n = W)

' HI: high quakty and sl LI kow cualty and dgestibiley
ab Dyferent supersmpts within e same ow dencie 2 stasheally sgnificant dference (P < 005) sooeding to 2 Mann Whitey U

et
Oy SHDIF =284 Dun'E LOJF =006 O30 HI F= 0003) Do 30L0 F = ZET)
T, paifringers F. vaalum [ FR-"r T B fsxiim e fraglis

AT R PR 1T T

Figured. Main mnk (mnge) of relatve sbondsnce of bacenal speges under study in the feces of dogs (n = 10) fed sther
high (HD or low (L0 protein and digestibifty dets ot 15 and 20 days post-adminssration.
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fieces of dogs fed the LD det: main mnks 12 (rangs 1-2) and 1.8 {ang= 1-2)
re=pectisely.

Discussion

Current nuirion in dogs seeks o meet the physiclogicl requiements of the an-
imals and generale grester imtestinal nbegrty and health, which & refiszed nthe
Fesalth of the indwidual, ranging from the immune sysiem o possble reperassions
on mental health 25 & is beoming inceasingly evident how dist affeds the infes-
sinal microbats, nat onky witin an indridual, snee it difers bebwesn individuk ™!

Civen these Iscs, it & eident that in mary cases it bas not been possible 10
esishiish dear pattems for an ideal distary profle. 56, ¢ sllows s o $ink of G-
lor-made or indwidual dist profiles that lead 1o S “heafthy pof® balsnor. Sevesl
sudies on mioobiome, have estshliched thet the: imestinal sratomoptysiolngy
differs between species or breeds a5 thens is an eviders individual warisbiity !
This saustion & wsually refieced in the esults thar show that eeen with changes in
e diat, the miaobiome tends o retum 108 halsnoe (5

This “dietary” balance depends on multiple fadors such & the use of arabiat-
i, sress, nfedous promesses, and drone dseases. When the indnadual bomeo-
=tags i broken, penemting alierstions nach as olfs, malabzompbon symdiomes,
or persstert dahea o lead io the indwidial’s death17 The micoorgansm
amnosted with the type of dgestie deorder 5 Obsindiom perfnngens., Exper-
imeental endence™ %' has shown thet emvronments. ich in profein and with
Figh amounts of amino acds promote the: growth of both Jestndium dificle and
{Dosridium penfvngens, mioongrisTs rdeted o inflammaton promsses 55 Far
instanme, a shafy ieported an noease in the mnocenration of C pedhingens {from
33 i 2 8 logFLfg feces) in dogs under highr-protein diets (> 40 % OP) with low
qualty and digesshiing 77

Despile mpecting 2 smilsr change, in s shudy, it was mpaossble o ssooate
the protein digestibility of the dist with an inmesse inthe relstive shundance: of
C perfangens. Thus, it appears that even if the: diet has low dip==tibifity and sllows
a colonic erpronment nch in amine aods, the micobiome n stshilze the growth
of pomgble pethogers in response 1o the presence of other nutnierts o inlinsc
factors of a heathy dog 27 In o shudy, the: sionl corsistency was not eyelusted,
i was the diet evelusted for more than 30 deys.

The resuls of fusohactznium vorm obtsined inour siudy are smilar to those:
reporied by Meri ™ who companed the micobiome aof heathy dogs fed with
four presmiption diets In that study, high nelative abundance of Fusobocksmum
wizs found when the animals consumed a diet with the highest v of oude
proein {50 %) (abundances: 706 ve. 2.5, 1.4, and 0. Here, the higher oude proisn
diet {358 vs. 201 %) resuited 2 higher relative shundance of Fusobookeaam
{147 v= 6.3). However s effedt vars only sigrificant for the first 15 darys.

Noinard akso reported an ingease n Fusoboederom when the dietvwes highin
profein (25,3 5 (P75 Fusnhoenem spo. is mnsidesd 2n aming acd femen-
ter, which i sometimes relnied 1o the presentssicn of digestive disorder. Hang!
obmerved a high redsthve sbundance of $is wype when a wery high protein diet
{605 CF) wers administered, in that shudy, darthes and changes in the consistenoy
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of the feres wiere also reponted. Nevertheless, the: tendenoy of Fusobacfenwn spp.
o inreaze it relative sbundance i high proten dists coukd also have 3 benefical
efiect as $is micoorganism produoss busyrte F This volatle By acd is vsed as
an energy source for the inlestine and is ssooated with antneoplesic properties.

The penus Emeromons presents grest emiogpicl drersity, While Fnderoooc-
s foeoum is & mionorganism widely distrbuted in nature, some siains ane oon-
sidernd cavsartive of nosaoomial dsssses in bumans and roonosic 5 Cormermehy
other strains have a probiotic potential effect (755 The identificstion and quardfi-
cation of ths micoogansm has been docsmented in both healthy and dseased
g (10300

in s sty itwess posshie Inidentiy 2 highes relsthe sbundsnoe of £ fbecum in
the high proten and highrquality diets {14.7 w5 6.3), the assodations betaesn the:
sype of diet or substates with the growsh of this micooganism ane few Howeves,
acrording o previous studies, it hes = high cpadty 1o use crbohydreie 25 nthe
czxe of the HID diet, it preseted & lower concentration of crbobydries than
e LI (42 vs 535 o), which could esplsin the reporded sbundance of this mi-
onoganism. it & esential 10 mosder that the pimers used for the molsodar
identficstion of E fosoum: did not conbemplate ary particular srain. Therefore, it
wioild be nteresting o ondu further studies to determine wether the abundance:
azsnasted with the det belongs to polental roonotc o Poouous: strairs.

Regamding Lonoboniius s, its reathve sbundsnce remained high in the:
fimes of dogs on HO diet duning the 50 days of expesmentsSion. These findings are:
consstert with obsenmtiors of Middelboss, =" wha found a bighes relative abun-
dance of this micoorganism 0 the feoes of dogs fed & diet supplemented with
prebictic fiber compared with ontrals fed unsupplemented feed (122 w10}
This efied & =oceied with the fsc that locisboniur prnera are micoorganems
assnoated with the presence of funcional fbers such as inulin, fndoolgnsaccha-
ndes, mannsnofigosacchandes and beet pulp.

High qualty and highly digestible fesds comiain inulin smong s ingredients,
wihich could eqplan the behavior of this micomgansm. In tum, Barmingham et
al, 201 *dizsnduced changes in fasml migobiots chseved in humars and mdents
Feve: been extrspolated o pets in spie of ther very different dietary and metsbolic
requiremeents. This lad: of dinect evdence mears thal e medansms by which
microbiota influences health in dogs ane poody undessinod, We: bypothesised that
changes in faeel micobiots comelate with physiclogical psmmeters nduding
apparent maoonuinent dipesibility. Methods. Fifteen adult dogs wene sssigned 1o
o diet groups, escluskedy fed sither a premium kibbled diet (lbble; E; n=B, also
reporied & momelston between the level of digestibiieg of the diel, and $e growth
of Laciohaclary, similar fo the reslts of this 5

Bociernides is & gender in which imporfant deoepandes hawe been detec-
el While some suthors have reported high mnoentations in patients with di-
anhea 3% 3 pthers have reported it in lower concenttions when the patent
preseris with inflammatory bowel disease. 5] These possible differences =re =-
socated with ismues such = the extmdion technique usad, the type of sample,
spescies (dog of cat], = well == the type of diet 4 Regarding this kst facior, it has
been possble o smocaie Bomeroides with diets high in proten and fau @426
Denmch et al ®7 jound #hat catx fed a highprolein, low-cartbohydrate: diet {110
oude protein and 25 g oude fat/1 000 koal ME) had a higher relatre abundance:
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of this mirmorganism mmpared o those fad modeste protein and ohobydrate
diets {78 g cude protein and 44 g oude fat1 000 kml). This et is smiar 1o
fhat obtsmed in $is spenmental, mnsidenng hat the: high-qualiy det has 2 peo-
filz of 512 g cude proten snd 4005 g oude B 000 kol Swanson ™ also
fiound & relstiorship beswesn the type of fibers comtsined in the feed and growth
of speoes beonging o the genre Bodermides. Similar 10 what was mensoned
with [. s, the: high quakiy-digesibility diet contains imulin among its ngredi-
s, 3 component that muld favor $hese tan miooorgansms dunng the 30 days
of the epeamental pennd,

Finaly, it i possible 1o obsene that the penesal relstive sbondsnce of micoor-
ganisms wes modiied over time in e HD diet. Ths =fiect may be associated with
the ability of the intestinal micobiome o adapt quidy and regulate ifssif o tan-
sent changes intrinsically 7 They ofiered teo inieraiied diss o Labesdor dogs,
and observed that alier some time, e migooEenisms remwered ther vl da-
bility or profile, with significant dhanges in cerain bacteris, such as Fusohortenum,
Borteroides snd Bifdobocteriom. This effect has alo been mported in hrans, 22
wvihere evabuating the micobiome of 38 indidusls od vith ta types of dicts (with
different leveks of fat and fiber), sgrificr? changes were deberted duning the frst
24 h, and a stabilizagon of the populston afier 10 day=s.

Conclusions
This sludy demoretmted fhat the diefs prolsn corfend, enesgy density, and di-
grstibilty sgrificrdy modify e relstee sbondance of some miooorgansms
commonky present in the dog's fecal mioobiome, exoept for e pathogen C per-
Iringens. Apparently, this efied doss nol persst ower time for some of the badensl
speces under study.
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