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O Instituto Purina esta seriamente

empenhado em promover avangos

cientificos para beneficio da saiide
dos animais de companhia.

A equipa da Purina com mais de 500
cientistas e especialistas na satde
de animais de companhia, incluindo
nutricionistas, médicos veterinarios,
comportamentalistas, nutricionistas
moleculares, bioquimicos,
microbiologistas, entre outros, tem
um registo histérico comprovado
de descobertas nutricionais que
melhoram as vidas de animais de

companhia de todo o mundo.

A microbiota é composta por todos
os organismos (bactérias, fungos,
virus e protozoarios) que residem
num determinado espaco (p. ex.,

intestino, pele, boca), ao passo
que o microbioma consiste nos
organismos combinados com o seu
material genético. Apesar de estes
dois termos nao serem tecnicamente
iguais, sao muitas vezes usados
indistintamente e o termo microbioma
esta vastamente aceite na medicina
veterinaria. A Purina continua a ser
lider na investigacdao do microbioma,
contribuindo para a comunidade
cientifica, mas também se baseia
na investigacao para desenvolver
interven¢des nutricionais
que beneficiem a satide dos animais
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de companhia.
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1. BASES DA CIENCIA DO MICROBIOMA

Antes de as inovacoes serem possiveis, a ciéncia parte de estudos de base para estabelecer e validar procedimentos
de testagem e determinar referéncias para comparacoes. A investigacao da Purina, em colaboracdo com 0s nossos
parceiros externos de investigacdo, tem promovido avancos inovadores na ciéncia do microbioma através do estudo
das alteracoes do microbioma com a idade, o ambiente, a dieta e o estado de satide.

Golden retriever, azul-russo e Bifidobacterium
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O TIPO DE DIETA (HUMIDA vs. SECA) AFETA O

MICROBIOMA E O METABOLISMO MICROBIANO

O microbioma intestinal tem papeis importantes na satide geral, nomeadamente, um microbioma estavel e diversificado resiste
ao sobrecrescimento de bactérias potencialmente patogénicas que podem causar disbiose (um desequilibrio entre as bactérias
benéficas e as potencialmente danosas) e levar a uma doenca clinica. Alteraces na dieta podem modificar o microbioma e

a sua atividade metabélica. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de dois tipos claramente distintos de dietas comerciais
(seca e himida) em marcadores do metabolismo microbiano relevantes para a satide intestinal.

dezoito (18) caes adultos (idade média de 7,2 anos, variacdo de 2,7 a 13 anos) foram distribuidos
por dois grupos com base na sua raca e idade, tendo recebido uma dieta seca extrudida ou uma dieta himida enlatada
durante periodos de 6 semanas num desenho cruzado (todos os cies passaram para a dieta oposta no segundo periodo de
alimentac&o). Os caes foram alojados individualmente e alimentados diariamente para manter um peso corporal estavel.
Foram colhidas amostras de fezes durante a quarta semana de cada periodo para determinar a digestibilidade aparente
das dietas. Nas Semanas 5 e 6 de cada periodo foram colhidas amostras de fezes frescas para analise da atividade quimica
e enzimatica.

catorze (14) cdes completaram o estudo, visto que quatro caes foram removidos do estudo por motivos
médicos ndo relacionados com o estudo ou por recusarem comer a dieta hiimida. Todos os catorze caes mantiveram

0 seu peso corporal ao longo do estudo.

Nao foram observadas diferencas entre os dois grupos ao nivel da producdo ou humidade das fezes. A dieta seca,
comparativamente a dieta himida, reduziu o pH fecal e as concentracées de indole, sulfureto e amoniaco nas fezes

e aumentou as concentracoes totais de acidos gordos de cadeia curta, acido acético e acido propidnico. A atividade
enzimatica microbiana dos caes alimentados com a dieta enlatada foi significativamente superior a observada quando
o0s caes estavam a ser alimentados com a dieta seca: as enzimas nitroredutase, B-glucosidase, B-glucuronidase

e B-galactosidase aumentaram 1,5 a 3,5 vezes nas amostras de fezes colhidas durante a alimentacio hiimida.

as mudancas na dieta podem influenciar o microbioma intestinal e 0 metabolismo microbiano, tendo
sido observadas alteracdes consideraveis quando caes saudaveis foram alimentados com dois tipos diferentes de
racao comercial para caes. Tendo em conta que as duas racoes apresentavam diferencas ao nivel das composicoes

de micro e macronutrientes, os resultados ndo poderiam derivar de uma diferenca especifica entre as racoes.

A dieta seca resultou em diferencas drasticas na populacao bacteriana nas fezes, incluindo um aumento significativo
de Lactobacillus e Bifidobacteria e uma reducio significativa de Clostridia. Comparativamente a dieta seca, a dieta
himida esteve associada a um aumento nas concentracoes de acidos gordos de cadeia curta, que sao moduladores

importantes da funcao das mucosas. A dieta seca esteve associada a um menor odor das fezes.

Martineau, B., & Laflamme, D. P. (2002). Effect of diet on markers of intestinal health in dogs. Research in Veterinary Science, 72, 223-227. doi:
10.1053/1VSC.2002.0548
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O COLOSTRO BOVINO AUMENTA A DIVERSIDADE

E A ESTABILIDADE DO MICROBIOMA E MELHORA
A RESPOSTA IMUNITARIA A VACINACAO EM CAES

0 colostro é o primeiro leite produzido apds o parto e serve para transferir anticorpos para o recém-nascido de modo a dar-lhe
imunidade e promover o crescimento e o desenvolvimento do trato gastrointestinal. O colostro bovino é conhecido por conter alguns
componentes biologicamente ativos com efeitos imunomoduladores. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito imunomodulador

da suplementacao alimentar com colostro bovino em caes adultos.

vinte e quatro (24) caes cruzados de husky com uma idade média de 2,5 anos foram distribuidos
por dois grupos (teste e controlo) equilibrados quanto a idade, sexo e niveis iniciais de IgA nas fezes. Durante uma fase
pré-teste, todos os caes foram habituados a uma racdo completa e equilibrada de croquetes secos. No final das 8 semanas
da fase pré-teste (Semana o da fase de teste), todos os caes receberam uma vacina de reforco contra o virus da esgana
canina (CDV) (ja todos os caes tinham recebido esta vacina). Os caes no grupo de controlo mantiveram-se na dieta

de controlo, ao passo que os caes no grupo de teste foram alimentados com a dieta de controlo suplementada com 0,1 %
de colostro bovino (CB) pulverizado. A fase de teste teve 40 semanas de duracao.

Registaram-se diariamente as pontuacoes fecais e semanalmente os pesos corporais. Foram colhidas amostras de

sangue e de fezes a cada quatro (4) semanas. A resposta a vacina contra o CDV foi avaliada através da medicdo dos niveis
plasmaticos de IgG especifica da vacina. Os niveis de IgA nas fezes foram determinados como um indicador da resposta do
tecido linfoide associado ao intestino (GALT). Os microbiomas dos caes também foram avaliados. A proteina C reativa (PCR)
foi medida perto do final do estudo como indicador de inflamacdo generalizada. Durante a Semana 38 do estudo de 40
semanas, foi realizado um protocolo de exercicio basico em que os caes fizeram uma corrida de velocidade de cerca de 16
quilémetros (10 milhas) em equipa a puxar um tren sem carga. Foram colhidos esfregacos retais 24 horas antes e 24 horas
apos o protocolo de exercicio para avaliar o efeito do CB no microbioma e a sua estabilidade em resposta ao exercicio.

nao houve diferencas na ingestao de comida, nos pesos corporais nem nas pontuacoes fecais entre os dois
grupos durante o ensaio. Com base nos dados da proteina C reativa, ndo houve sinais de inflamacdo em nenhum dos grupos
de caes no final do estudo.

A concentracio de anticorpos contra o CDV aumentou gradualmente ap6s a administracao da vacina de reforco e

atingiu o seu maximo as 8 semanas p6s-vacinacido em ambos os grupos. No grupo de controlo, os niveis de anticorpos
acabaram por diminuir para valores iniciais 16 semanas ap6s a vacinacdo. No grupo com CB, os niveis de anticorpos
mantiveram-se elevados até ao final do ensaio. Ao longo do estudo, os caes alimentados com a dieta suplementada com CB,
comparativamente ao grupo de controlo, mostraram uma resposta a vacina contra o CDV significativamente superior

(p < 0,05) e niveis de IgA nas fezes as 40 semanas significativamente superiores (p < 0,05). Embora o aumento destes
anticorpos nao tenha diferido significativamente logo ap6s a vacinacgao, os niveis de IgG dos caes suplementados com CB
mantiveram-se mais proximos dos niveis maximos durante todo o estudo, ao passo que os niveis de IgG do grupo de controlo
diminuiram rapidamente entre as semanas 8 e 16 e mantiveram-se baixos no restante tempo do periodo de estudo. Os caes no
grupo do CB também apresentaram uma diversidade de espécies no seu microbioma significativamente maior (p < 0,05) do
que a do grupo de controlo. Relativamente as amostras pré- e pos-exercicio, os caes alimentados com a dieta suplementada
com CB apresentaram maiores semelhancas entre as amostras pré- e pos-exercicio, indicando um microbioma mais estavel
(p < 0,05). O grupo suplementado com CB mostrou uma semelhanca de aproximadamente 82 % entre as amostras

pré- e pbs-exercicio, comparativamente a cerca de 46 % de semelhanca no grupo de controlo.
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O COLOSTRO BOVINO AUMENTA A DIVERSIDADE
E A ESTABILIDADE DO MICROBIOMA E MELHORA

A RESPOSTA IMUNITARIA A VACINACAO EM CAES
(CONT.)

a IgA é um produto-chave do tecido linfoide associado ao intestino (GALT) e tem efeitos protetores

ao prevenir a adesao e colonizacao por agentes patogénicos, bloqueando a adesao viral e neutralizando toxinas.

Os resultados deste estudo mostram que a suplementacdao com CB melhorou a funcdo do GALT, resultando numa
maior producio de IgA. Houve um aumento estatisticamente significativo nos niveis de IgG especifica anti-CDV nos
caes do grupo do CB, o que indica que a dieta aumentou o priming da resposta das células B a vacinacao. O valor
maximo nao foi significativamente superior entre os grupos, mas a resposta da IgG no grupo suplementado com CB
manteve-se mais préxima do maximo durante todo o estudo, ao passo que a resposta do grupo de controlo sofreu uma
reducao apods 8 semanas. Os caes alimentados com a dieta com CB mostraram uma maior diversidade de espécies
microbianas, o que indica que estes caes tinham um microbioma mais estavel e mais resistente a alteragoes.

Com base nos resultados deste estudo, a suplementacao das dietas de caes com colostro bovino resultou numa maior
diversidade e estabilidade no microbioma intestinal, assim como numa melhor resposta imunitaria a vacinacao
contra o CDV sem a inducao de inflamacao generalizada.

Satyaraj, E., Reynolds, A., Pelker, R., Labuda, J., Zhang, P., & Sun, P. (2013). Supplementation of diets with bovine colostrum influences immune
function in dogs. British Journal of Nutrition, 110, 2216-2221. doi: 10.1017/S000711451300175X
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A RESPOSTA DO MICROBIOMA CANINO A DIETA

alimentaram-se beagles e labradores magros e obesos (32 de cada raca, metade magros e metade
obesos) com uma dieta inicial durante 4 semanas, seguidas de um estudo de alimentacdo de 4 semanas em que receberam
uma dieta rica em proteina e pobre em hidratos de carbono (49,4 % e 10,9 %, respetivamente) ou uma dieta mais pobre em
proteina e rica em hidratos de carbono (25,5 % de proteina e 38,8 % de hidratos de carbono). Os investigadores colheram
amostras de fezes dos cdes no final de cada fase e avaliaram-nas através de uma analise de sequenciacao do gene 16S rRNA
para determinar os tipos de bactérias presentes.

Resultados:

B adieta tem grandes efeitos reproduziveis no microbioma canino e estes efeitos sdo semelhantes ao que foi
ja observado em estudos em humanos.

B Os microbiomas de caes magros e obesos sdo diferentes.

B Os caes obesos sofreram maiores alteracdes no microbioma em resposta as mudancas na dieta. Isto podera indicar
que o seu microbioma é menos estavel, mas também pode proporcionar oportunidades para uma intervencao
nutricional para melhorar o controlo do peso.

B O microbioma dos caes obesos que receberam uma dieta rica em proteina e pobre em hidratos de carbono
(comparativamente aos que receberam uma dieta mais pobre em proteina e mais rica em hidratos de carbono)
mostrou maiores semelhancas com o microbioma de caes magros.

a dieta influencia o microbioma (embora nao seja novidade, esta investigacdo contribui para a evidéncia
crescente). O achado de os caes obesos terem sofrido maiores alteracoes com as mudancas na dieta é consistente com

a perspetiva de que o microbioma de caes com excesso de peso se encontra num estado menos estavel do que o de

cdes magros mais saudaveis. A dieta afeta o microbioma, que por sua vez afeta a satide animal (e humana), portanto,
melhorar o microbioma no sentido de um tipo mais favoravel (magro) podera criar oportunidades para melhores
abordagens para o controlo de peso. Os achados deste estudo revelam a possibilidade de podermos afetar positivamente
o microbioma de caes com excesso de peso de modo a tornar as estratégias de controlo de peso mais eficazes, mas ainda

temos muito que aprender sobre as interacoes da dieta e do microbioma.

Li, Q., Lauber, C. L., Czarnecki-Maulden, G., Pan, Y., & Hannah, S. S. (2017). Effects of the dietary protein and carbohydrate ratio on gut microbiomes
in dogs of different body conditions. MBio, 8(1), €01703-16. doi: 10.1128/mBi0.01703-16.
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SEMELHANCAS DO MICROBIOMA CANINO COM O

MICROBIOMA HUMANO

Comparou-se os genes do microbioma intestinal humano com os do cao, do porco e do rato. Quando se compara genes,
considera-se os genes “mapeados” (ou compativeis) se as suas sequéncias genéticas forem idénticas em pelo menos 95 %.

alimentaram-se beagles e labradores magros e obesos (32 de cada raca, metade magros e metade
obesos) com uma dieta inicial durante 4 semanas, seguidas de um estudo de alimentacdo de 4 semanas em que receberam
uma dieta rica em proteina e pobre em hidratos de carbono (49,4 % e 10,9 %, respetivamente) ou uma dieta mais pobre em
proteina e rica em hidratos de carbono (25,5 % de proteina e 38,8 % de hidratos de carbono). Foi extraido ADN de amostras
de fezes para criar um “catalogo genético” do microbioma intestinal canino e compara-lo aos catalogos genéticos existentes
dos microbiomas intestinais de humanos, porcos e ratos.

) EX1G G O 0 microbioma canino é mais parecido com o microbioma humano do que o do porco ou do rato. O grafico
seguinte mostra a percentagem dos microbiomas intestinais de cada espécie mapeada com o microbioma intestinal humano.
A coincidéncia no céo é de 63 %, que é mais do dobro do que no porco (24 %) e quase 4 vezes mais que no rato (17 %).

Percentagem de genes em comum
com o catalogo genético humano
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Cao Porco Rato

as semelhancas entre os microbiomas do cao e do ser humano sao um novo achado. O rato é o modelo
animal mais utilizado, mas tem menos em comum com os humanos do que os caes ou os porcos. Embora os humanos

e os ratos sejam mais proximos do ponto de vista evolucionario, aparentemente, o estilo de vida e a fisiologia em comum
entre o cao e o ser humano fez com que os seus microbiomas se tornassem mais semelhantes do que os de ratos

e humanos.

O catalogo da Purina ja contém a maioria do contetido genémico do microbioma intestinal dos caes num centro ocidental
de cuidados para animais de companhia. De acordo com os autores, “disponibiliza mais de 1 milhao de genes registados
taxonomicamente e funcionalmente e pode servir de recurso para estudos futuros. Para além do censo taxonémico,

o nosso estudo com duas ragas de caes pode servir de base para a expansao da investiga¢ao do microbioma canino.”

Coelho, L. P., Kultima, J. R., Costea, P. 1., Fournier, C., Pan, Y., Czarnecki-Maulden,...Bork, P. (2018). Similarity of the dog and human gut microbiomes
in gene content and response to diet. Microbiome, 6(72). doi: 10.1186/540168-018-0450-3
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A FAMILIA, A MICROBIOTA MATERNA

E O AMBIENTE RESIDENCIAL AFETAM
O MICROBIOMA DE CAES

O microbioma intestinal tem um impacto significativo na satide dos caes, assim como das pessoas. Este estudo investigou os
efeitos da familia, da microbiota materna e do ambiente residencial no microbioma de uma populacao grande e bem definida
de caes pastores-alemaes. Além disso, foi analisado o impacto de um probi6tico administrado durante o Gltimo trimestre

de gravidez e durante as primeiras 12 semanas de vida.

o estudo envolveu 30 fémeas de pastor-alemao de raca pura e respetivos cachorros,
constituindo um total de 168 caes. As cadelas, que pertenciam ao programa canino das Forcas Armadas Suecas,
tinham estado a viver com familias distribuidas por toda a Suécia, mas foram trazidas para as instala¢des do canil
central antes do dia 42 da sua gravidez e mantidas nessas instalacoes até os cachorros atingirem as 8 semanas de vida.
As 8 semanas, os cachorros foram entregues a familias de toda a Suécia, mas continuaram a participar no estudo até
aos 18 meses de idade. Todos os caes foram alimentados com a mesma dieta ao longo do estudo. Foi administrado um
placebo ou um probiético (Lactobacillus johnsonii NCC533) a cadela durante o tltimo trimestre de gravidez e até os
cachorros atingirem as 8 semanas de vida. Os cachorros receberam o mesmo tratamento que as suas maes entre as 3

e as 12 semanas de vida.

Foram colhidas amostras de sangue e de fezes. Nas cadelas, as colheitas foram efetuadas no dia 42 de gravidez, no
parto e nas 4 e 7 semanas pos-parto. Nos cachorros, as colheitas foram feitas as 7 semanas e aos 12-13 e 15-18 meses

de vida. As amostras de fezes foram analisadas para detetar anticorpos IgA contra o virus da esgana canina (CDV)

nas fezes e para avaliar o seu microbioma. As amostras de sangue foram avaliadas quanto a anticorpos IgA, IgE e IgG
contra o CDV. (Os testes de CDV foram realizados para avaliar os efeitos do probidtico no sistema imunitario.)

as familias bacterianas predominantes nas cadelas, independentemente de estarem gravidas ou a
amamentar, foram as mesmas que os filos predominantes nos cachorros com 7 semanas de vida: Firmicutes, Fusobacteria
e Bacteroidetes. O filo Firmicutes foi o mais dominante em todas as idades e representou 78-89 % da populacao, seguido
do Actinobacteria com 4-9 % da populacdo. A diversidade bacteriana nas cadelas aumentou entre a gravidez e o final
da lactagdo e as proporcdes relativas das diferentes bactérias sofreram alteracoes durante a lactacao: As espécies
Erysipelotrichaceae e Lactobacillaceae aumentaram durante a lactacao das cadelas, ao passo que as Fusobacteriaceae

e Clostridiaceae diminuiram. A diversidade e as proporcoes de bactérias na microbiota variaram entre as 7 semanas e

0s 15-18 meses, o que indica que a microbiota sofre alterac6es com a idade e o ambiente. A diversidade microbiana foi
semelhante entre as 7 semanas e o 1 ano de idade, mas as proporcoes relativas das bactérias diferiram. Entre a infiancia
e a idade adulta dos cachorros, as quantidades relativas de Clostridiaceae, Erysipelotrichaceae (género nao identificado)
e Lachnospiraceaeaumentaram, ao passo que as quantidades relativas de Erysipelotrichaceae (género Allobaculum),
Lactobacillaceae e Bifidobacteriaceae diminuiram. Os microbiomas de cachorros da mesma ninhada foram mais
semelhantes entre eles do que em relacao a cachorros nao familiares, o que mostra um efeito da relacao familiar no
microbioma. As semelhancas entre cachorros da mesma ninhada atingiram o seu maximo as 7 semanas, mas ainda

estavam presentes (embora nao tao marcadas) aos 18 meses.
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A FAMILIA, A MICROBIOTA MATERNA

E O AMBIENTE RESIDENCIAL AFETAM
O MICROBIOMA DE CAES (CONT.)

os microbiomas dos cachorros eram mais semelhantes aos das suas maes do que aos de cadelas
nao familiares as 7 semanas de vida, mas ndo no nascimento, em que os seus microbiomas ndo eram mais parecidos com
os das maes do que com os de caes nio familiares.

A diversidade microbiana dos caes foi afetada pela sua area de residéncia, visto que os caes que viviam em cidades
maiores tinham uma microbiota mais diversificada do que os que viviam em cidades mais pequenas ou no campo.

(Nao houve diferencas significativas entre as suas microbiotas quando estiveram todos alojados nas instalacdes do canil
central.) Os investigadores nao detetaram efeitos do probidtico nos pardmetros especificos testados neste estudo.

o microbioma intestinal da cadela sofre alteragoes depois do parto e durante a lactagao. O microbioma
intestinal nos cachorros muda a medida que eles crescem. O microbioma é afetado pela geografia, ja que caes a viver
em cidades maiores tém um microbioma mais diversificado do que os que vivem em cidades mais pequenas ou no
campo. Os autores sugerem que tal resulta da exposicdo a uma maior variedade de microbios nas cidades maiores.
Os lacos familiares afetam o microbioma, visto que, apesar da separacao geografica, os microbiomas de cachorros
da mesma ninhada aos 18 meses de vida continuavam a ser mais semelhantes entre si do que em relacao a caes nao
familiares.

Este estudo foi o primeiro em varios aspetos importantes:

B Primeiro estudo a descrever a microbiota fecal num grande niimero de cies da mesma raca, no mesmo canil
e sob condicOes naturais bem controladas. Portanto, criou-se uma oportunidade excecional para estudar
os efeitos da idade, da familia, da fase reprodutiva, da area de residéncia e de um probi6tico.

B Primeiro e Ginico estudo a comparar a microbiota intestinal em cadelas gravidas e a amamentar.

Bl Primeiro a mostrar que o ambiente de residéncia (urbano vs. rural) afeta a microbiota fecal de caes

Vilson, A., Ramadan, Z., Li, Q., Hedhammar, A., Reynolds, A., Spears, J.,...Hansson-Hamlin, H. (2018). Disengaging factors that shape the gut
microbiota in German Shepherd dogs. PLoS ONE, 13(3): €0193507. d10.1371/journal.pone.0193507
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2. PREBIOTICOS

Os prebioticos sdo ingredientes alimentares nao digeriveis que estimulam seletivamente o crescimento e/ou
a atividade de bactérias potencialmente benéficas. Uma investigacao inicial da Purina levou a incorporacao
generalizada de prebidticos nos alimentos para animais de companhia para beneficiar a satide gastrointestinal.

Raiz de chicodria
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OS PREBIOTICOS AFETAM O MICROBIOMA

Os microbiomas dos caes sofrem alteracdes com a idade, o que pode levar a uma dishiose (desequilibrio entre bactérias benéficas e
potencialmente danosas). Os prebidticos como a inulina e 0 mananoligossacarideo (MOS) sdo ingredientes alimentares nao digeriveis que
estimulam seletivamente o crescimento e/ou a atividade de bactérias potencialmente benéficas. Os objetivos deste estudo foram determinar
os efeitos da inulina, do MOS ou de uma combinacao de ambos na populacao microbiana do cdlon e nos pardmetros imunolégicos de caes
seniores.

trinta e quatro (34) cdes seniores (entre 8-11 anos) foram aleatoriamente distribuidos por quatro grupos.
Durante o periodo inicial de quatro semanas, todos os caes receberam a dieta de controlo. Durante o periodo de teste de quatro
semanas seguinte, um grupo recebeu uma dieta de controlo e os grupos de teste receberam a dieta de controlo suplementada
apenas com chicéria (fonte de inulina), apenas com MOS ou com uma combinacao de chicéria e MOS. Os cées foram alojados
individualmente. Foram colhidas e analisadas todas as fezes excretadas por cada cdo durante 3 dias no final de cada periodo
(inicial e teste). As pontuacoes fecais foram registadas com base numa escala de 1-5 (uma classificacdo de 1 correspondia a fezes
duras e secas e uma de 5 a fezes liquidas e aquosas). Foi analisada uma amostra recém-excretada quanto a presenca da espécie
Bifidobacteria, da espécie Lactobacillus, Escherichia coli e Clostridium perfringens. Foram colhidas amostras de sangue no tltimo
dia de cada periodo e analisadas quanto as concentracoes séricas de imunoglobulina, hemograma completo e diferenciacdo de
glébulos brancos.

a suplementacao alimentar com MOS ou com a combinacao de chicéria e MOS, mas ndo apenas com chicoéria,

teve tendéncia para aumentar a ingestdo de comida comparativamente a dieta de controlo. Embora a producao fecal himida
tenha aumentado nos caes suplementados com chicéria ou MOS comparativamente aos caes de controlo, a diferenca nao foi
significativa quando corrigida para o aumento da ingestdo. Os cdes suplementados com a combinacao de chicéria e MOS tiveram
pontuacoes fecais significativamente superiores e os caes suplementados apenas com chicéria tenderam a ter pontuacoes fecais
maiores que as dos caes na dieta de controlo. Apesar de as pontuacoes fecais terem aumentado, mantiveram-se dentro do intervalo
desejavel e nao estiveram associadas a diarreia. Embora nao tenham sido observadas diferencas significativas nos dados de
digestibilidade, a suplementacdo com chicéria tendeu a aumentar a digestibilidade da gordura ligeiramente, mas provavelmente
sem um efeito fisioldgico significativo. As amostras de fezes de cdes suplementados apenas com chicéria ou MOS apresentaram
maiores concentracoes de Bifidobacteria do que as de caes alimentados com a dieta de controlo, mas o mesmo nao foi observado
com a combinacao de chicoria e MOS. A espécie Lactobacillus nao variou entre os grupos. As concentracoes fecais de E. coli

foram menores apenas nos caes suplementados com MOS comparativamente aos caes de controlo. As concentracoes fecais de
Clostridium perfringens nao diferiram entre os grupos. A suplementacdo com apenas chicéria ou MOS ou com a combinacao dos
dois nao afetou as concentracoes séricas de imunoglobulina comparativamente aos controlos. A suplementacao com MOS ou

com a combinacao de chicoria e MOS, mas nao a suplementacdo com apenas chicoria, tendeu a aumentar as concentracoes de
neutrofilos em cerca de 20 % comparativamente aos controlos, mas a diferenca nao foi significativa. As concentrac¢des de linfocitos
periféricos foram menores nos caes suplementados com MOS ou com a combinacdo de MOS e chicoéria.

a chicéria e 0 MOS poderao atuar através de diferentes mecanismos para alterar as concentracoes bacterianas e,
quando combinados, poderado fazer com que as espécies bacterianas do intestino compitam pelo substrato. Os prebidticos ndao
alteraram significativamente a digestibilidade da comida. A suplementacao com MOS ou chicéria aumentou as Bifidobacteria e
a suplementacao com MOS reduziu a E. coli. Embora as concentracoes de células imunitarias individuais também tenham sido

afetadas pelos prebidticos, é necessaria mais investigacao para determinar a significincia clinica das alteracoes.

Grieshop, C. M., Flickinger, E. A., Bruce, K. J., Patil, A. R., Czarnecki-Maulden, G. L., & Fahey, G. C. (2004). Gastrointestinal and immunological responses of
senior dogs to chicory and mannan-oligosaccharides. Archives of Animal Nutrition, 58(6), 483-493.
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3. PROBIOTICOS

Os probidticos sao organismos vivos que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios
para a satide do hospedeiro.! A Purina foi a primeira a oferecer um suplemento probiotico de longa duracao com
comprovacao de melhorar a funcao imunitaria e ajudar a controlar a diarreia. Este probi6tico, uma estirpe especifica
de Enterococcus faecium a qual chamamos E. faecium SF68 (NCIMB 10415 4b1705), continua a ser o probiotico

mais estudado em medicina veterinaria com base nas publicacoes até a data. Os manuscritos aqui apresentados
documentam o conhecimento crescente por parte da comunidade cientifica veterinaria sobre as indicacoes e a
eficacia desta estirpe probiotica.

1. Hill, C., Guarner, F., Reid, G., Gibson, G. R., Merenstein, D. J., Pot, B.,...Sanders, M. E. (2014). The International Scientific Association for Probiotics
and Prebiotics consensus statement on the scope and appropriate use of the term probiotic. Nature Reviews Gastroenterology & Hepatology, 11,
506-514. doi: 10.1038/nrgastro.2014.66
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A ENTEROCOCCUS FAECIUM SF68 ESTIMULA
A FUNCAO IMUNITARIA E PODERA MELHORAR

A RESPOSTA A VACINACAO EM CAES JOVENS

O microbioma intestinal tem um papel essencial na imunidade e defesa do hospedeiro e os probidticos poderao melhorar
estas funcoes através de mecanismos diretos (por citocinas) ou indiretos (ao equilibrarem o microbioma e mitigarem a
disbiose). Este estudo foi realizado para determinar os efeitos de uma estirpe especifica de Enterococcus faecium, a SF68,
na fun¢do imunitaria de cachorros.

catorze (14) cachorros de quatro racas diferentes foram alimentados com uma de duas dietas
(a dieta de controlo ou a dieta de controlo suplementada com E. faecium SF68) desde o desmame (8 semanas) até
fazerem um ano de idade. Em cada uma de sete ninhadas, um cachorro foi alimentado com a dieta de controlo e
outro foi alimentado com a dieta de teste. Os cachorros foram alojados em pares dentro de cada grupo de tratamento.
Ao longo do estudo, avaliou-se a ingestido de comida, o peso corporal e analises sanguineas (analises sanguineas
completas e imunolégicas). Os cachorros foram vacinados com uma vacina viva atenuada do virus da esgana canina
(CDV) as 9 semanas de vida e receberam o reforco as 12 semanas de vida (durante a quarta semana do ensaio).

Foram colhidas fezes e analisadas quanto a IgA secretora.

a presenca de E. faecium SF68 nas fezes foi confirmada no grupo de teste e a sua auséncia foi confirmada
no grupo de controlo. Nao houve diferencas significativas entre os grupos de controlo e de teste relativamente a ingestao
de comida, peso corporal, hemograma completo e valores da quimica sanguinea. Também ndo houve diferencas
significativas entre grupos nos niveis plasmaticos totais do anticorpo IgG ou nas quantidades ou proporcao de dois
tipos de células T (CD4+ e CD8+), mas os mondcitos foram mais ativados no plasma dos caes de teste. O aumento nestes
anticorpos nao diferiu significativamente logo ap6s a vacinacdo. Contudo, os caes do grupo de teste apresentaram
quantidades significativamente superiores de anticorpos IgG e IgA especificos anti-CDV comparativamente ao controlo
nas Semanas 31 e 44, tendo estes niveis superiores sido mantidos ao longo do resto do estudo. A IgA fecal total nos caes
de teste foi superior no grupo de teste na Semana 44 (p = 0,056). A IgA plasmaética foi superior nos cies do grupo de teste
a partir da Semana 18 e os caes de teste mostraram uma maior proporcao de células B maduras nas Semanas 31 € 44.

As amostras do plasma dos caes de teste foram analisadas para confirmar a auséncia de evidéncia de sobre-estimulacao
ou desregulacdo do sistema imunitario.

este foi o primeiro estudo a mostrar que a alimentacdo com uma racao seca suplementada com

E. faecium SF68 melhorava a longo prazo as func6es imunitarias de caes em crescimento. Os resultados sugerem
que a E. faecium SF68 proporciona um efeito adjuvante sistémico e na mucosa sem sobre-estimulacao, o que podera
melhorar a resposta imunitaria protetora contra varias infecées durante o periodo critico do desmame, assim

como em futuras fases da vida. Para além disso, os resultados também sugerem que a E. faecium SF68 aumentou

o priming de células B naive em resposta a vacinacao inicial contra o CDV, o que podera melhorar a eficacia dessa
vacina na prevencao da infecao por CDV.

Benyacoub, J., Czarnecki-Maulden, G. L., Cavadini, C., Sauthier, T., Anderson, R. E., Schiffrin, E. J., & von der Weid, T. (2003). Supplementation of
food with Enterococcus faecium (SF68) stimulates immune function in young dogs. Journal of Nutrition, 133, 1158-1162.
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| A ENTEROCOCCUS FAECIUM SF68 REDUZ
il ' A INCIDENCIA E A GRAVIDADE DA DIARREIA
EM GATINHOS

Os problemas gastrointestinais, como a diarreia, sdo comuns durante os primeiros meses de vida dos gatinhos e poderao ser,
pelo menos parcialmente, explicados por um microbioma instavel. Este estudo com ocultacao teve como objetivo determinar
os efeitos da estirpe probibtica Enterococcus faecium SF68 na diarreia de gatinhos.

trinta e um (31) gatinhos foram alimentados ad libitum com uma racdo seca para gatinhos
nutricionalmente completa desde o desmame (8-14 semanas de vida) até ao primeiro ano de vida. Os gatinhos foram
divididos em dois grupos, tendo um grupo recebido E. faecium SF68 e o outro um placebo. Houve ocultacao dos
colaboradores veterinarios quanto ao grupo em que estava cada gatinho.

os gatinhos alimentados com a dieta suplementada com o placebo foram tratados significativamente

mais vezes para problemas intestinais do que os gatinhos alimentados com E. faecium SF68 (60 % vs. 9,5 %, respetivamente;
P<0,05). Para além disso, nos gatinhos que receberam a E. faecium SF68 a resolucio dos problemas intestinais demorou
menos tempo (18 dias vs. 45 dias nos gatos com SF68 e placebo, respetivamente; p<o,045). Os gatinhos que receberam a E.
faecium SF68 apresentaram maiores quantidades de Bifidobacteria e menores de Clostridium perfringens nas fezes do que

os gatinhos que receberam o placebo (p<0,02). Para além disso, os gatinhos alimentados com E. faecium SF68 mostraram
maiores niveis de IgA sérica do que os gatinhos que receberam o placebo (p<o,s).

)] 17011370 a E. faecium SF68 foi associada a uma menor incidéncia e duracao da diarreia de ocorréncia natural, com
maiores niveis séricos de anticorpos IgA nos gatinhos. Também se detetou uma associacdo da E. faecium SF68 a maiores
niveis de Bifidobacteria e menores niveis de Clostridium perfringens, o que indica um microbioma mais equilibrado nos

gatinhos que receberam o probiotico.

Czarnecki-Maulden, G. L., Cavadini, C., Lawler, D. F., & Benyacoub, J. (2007). Incidence of naturally occurring diarrhea in kittens fed Enterococcus
faecium SF68. Compendium: Continuing Education for Veterinarians (Supplement), 29 (2A), 37.
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A ENTEROCOCCUS FAECIUM SF68 TEM

: - » EFEITOS IMUNOMODULADORES NOS GATINHOS

Um estudo anterior' mostrou que a suplementacao com a estirpe probidtica Enterococcus faecium SF68 resultava numa

melhor funcdo imunitaria e resposta a vacinacao em cachorros. Este estudo foi realizado para avaliar o efeito da suplementacao
com E. faecium SF68 na funcao imunitaria e na resposta a vacinacao em gatinhos.

este foi um estudo controlado por placebo com ocultacao. Apds um periodo de equilibrio de 10
dias para uma dieta padronizada, vinte (20) gatinhos com 7 semanas de vida foram distribuidos aleatoriamente por dois
grupos de 10 gatinhos cada e alojados por grupo. Durante 20 semanas, um grupo de gatinhos recebeu a E. faecium SF68
e o outro recebeu um placebo. Todos os gatinhos foram vacinados as 9 e 12 semanas de vida com uma vacina polivalente
contra o herpesvirus felino 1 (FHV-1), o calicivirus felino (FCV) e o virus da panleucopenia felina (FPV). As atitudes

e o comportamento dos gatinhos foram monitorizados diariamente e o seu peso corporal foi medido semanalmente.
Foram colhidas cinco amostras de fezes por dia da caixa de areia partilhada de cada grupo para classificacdo de acordo
com um sistema de pontuacao da consisténcia fecal padronizado. Determinou-se a pontuacao fecal média diaria de
cada grupo. Colheu-se sangue, saliva, urina e fezes de todos os gatos as 7 semanas de vida (antes da administracio do
probidtico ou placebo) e as 9, 15, 21 e 27 semanas de vida. Nas amostras sanguineas foi realizado o hemograma completo
e a bioquimica sérica, assim como testes imunologicos. As respostas imunitarias humorais foram calculadas medindo

a IgA e/ou a IgG contra os componentes da vacina. Foram avaliados os linfocitos de amostras de sangue total quanto a
expressao dos marcadores CD4, CD8 e CD44 e as células B foram avaliadas quanto aos marcadores B220, CD21 e complexo
maior de histocompatibilidade de classe II (MHC II). Realizaram-se testes da proliferacdo de linfocitos para avaliar a
resposta imunitaria ativa dos gatinhos. Foram medidas a IgA e a IgG especificas contra FHV-1 nas amostras de saliva.
Analisaram-se os niveis totais de IgA e IgG em extratos fecais de amostras obtidas as 9 semanas e as 27 semanas

de vida. As fezes foram analisadas para confirmar a presenca (grupo do probiético) ou auséncia (grupo do placebo)

de E. faecium SF68 nas fezes dos grupos, assim como para determinar a presenca de Clostridium perfringens, toxinas A
ou B de Clostridium difficile, Salmonella ou Campylobacter.

dezoito gatinhos concluiram o estudo, ja que um gatinho de cada grupo foi removido por motivos nao
relacionados com o estudo. O peso corporal e as pontuacoes fecais nao diferiram estatisticamente entre os dois grupos.

A suplementacdo com E. faecium SF68 nao afetou os parametros de desenvolvimento. No inicio do estudo, todos os
gatinhos apresentavam fezes normais. O hemograma completo e os perfis bioquimicos encontravam-se dentro dos limites
normais em todos os gatos em todos os momentos.

As fezes de 7 dos 9 gatinhos no grupo do probibtico estiveram positivas para E. faecium SF68 pelo menos uma vez durante
o estudo, ao passo que todo o grupo do placebo esteve negativo para E. faecium SF68 em todos os momentos. O ADN da E.
faecium SF68 nao foi detetado nas fezes de nenhum gatinho do grupo do probiético uma semana ap6s a descontinuacao.
As 21 e 27 semanas de vida, os niveis médios de IgA especifica para FHV-1 no soro e na saliva foram superiores no grupo
do probidtico do que no grupo do placebo, mas a diferenca nao foi estatisticamente significativa. Do mesmo modo, os
niveis séricos médios de IgG especifica para FHV-1 foram maiores no grupo do probiédtico as 15, 21 e 27 semanas de vida e
os de IgG especifica para FPV foram maiores no grupo do probidtico as 15 semanas de vida. Os niveis totais de IgG e IgA no
soro e nas fezes, assim como o nivel total de IgA na saliva, foram semelhantes entre grupos. No Dia 27, a percentagem de
linfécitos CD4+ foi significativamente superior no grupo do probiético. Nao houve diferencas estatisticas entre grupos nas

medicoes de nenhum outro pardmetro imunitario especifico ou nao especifico.
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g id IMUNOMODULADORES EM GATINHOS (CONT.)

administracao de E. faecium SF68 foi segura para os gatinhos, nao interferiu no normal
desenvolvimento e ndo induziu a excrecao de Salmonella ou Campylobacter. Ap6s a vacinacao, cada um dos gatinhos

desenvolveu anticorpos séricos especificos contra o herpesvirus felino 1, o calicivirus felino e o virus
da panleucopenia felina. O aumento nas contagens de células CD4+ no grupo do probiético comparativamente ao
grupo do placebo as 27 semanas de vida sugere que o probiético tem efeitos imunomoduladores sistémicos.

A ENTEROCOCCUS FAECIUM SF68 TEM EFEITOS

Veir, J. K., Knorr, R., Cavadini, C., Sherrill, S. J., Benyacoub, J., Satyaraj, E., & Lappin, M. R. (2007). Effect of supplementation with Enterococcus
faecium (SF68) on immune function in cats. Veterinary Therapeutics, 8(4), 229-238.

1. Benyacoub, J., Czarnecki-Maulden, G. L., Cavadini, C., Sauthier, T., Anderson, R. E., Schiffrin, E. J., & von der Weid, T. (2003). Supplementation
of food with Enterococcus faecium (SF68) stimulates immune function in young dogs. Journal of Nutrition, 133, 1158-1162.
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A ENTEROCOCCUS FAECIUM SF68 PRESERVA

A DIVERSIDADE MICROBIANA DURANTE STRESS
LIGEIRO

A infecao por herpesvirus felino 1 (FHV-1) é comum em gatos e causa febre, infecdes oculares e infecoes respiratorias
potencialmente fatais. Os gatos infetados podem desenvolver infecoes latentes cronicas que resultam na recorréncia de sinais
clinicos de doenca quando estao sob stress causado pelo seu ambiente ou por outras doencas. Os gatos afetados podem infetar
outros gatos. Este estudo foi realizado para avaliar os efeitos da estirpe probi6tica Enterococcus faecium SF68 na doenca clinica,
assim como na frequéncia e gravidade de episédios de excrecao de FHV-1.

foram incluidos no estudo doze (12) gatos com um ano de idade cronicamente infetados por
FHV-1 e com doenca clinica intermitente. Depois de um periodo de adaptacao de duas semanas (para permitir aos gatos
adaptarem-se ao seu alojamento e dieta), os gatos foram divididos em niimero igual em dois grupos. Um grupo de

gatos recebeu a E. faecium SF68 misturada com um intensificador de sabor (grupo de teste) e o outro grupo (grupo do
placebo) recebeu o intensificador de sabor sem o probidtico. Os gatos foram alojados em grupo durante 28 dias, alojados
individualmente durante 28 dias e novamente alojados em grupo por mais 84 dias. A presenca ou auséncia

de espirros, secrecao nasal ou conjuntivite foi registada diariamente por observadores com ocultacdao quanto a condicao
de tratamento (teste ou placebo) dos gatos. Mediu-se o peso corporal semanalmente e foram colhidas amostras
sanguineas duas vezes durante o periodo de adaptacdo e depois aproximadamente a cada 14 dias durante todo o estudo.
Foram colhidos esfregacos da garganta semanalmente e fezes antes da suplementacao e ao longo das fases de teste.

todos os gatos aceitaram bem comer o intensificador de sabor com ou sem a E. faecium SF68. Os gatos no
grupo do placebo apresentaram uma menor diversidade microbiana nas fezes do que o grupo de teste (p < 0,05). Embora
durante o estudo os espirros e a secrecao nasal tenham sido pouco comuns nos gatos, houve uma tendéncia para menos
conjuntivite nos gatos do grupo de teste durante o Gltimo periodo de alojamento. Durante o periodo de suplementacao,

os gatos que receberam E. faecium SF68 apresentaram conjuntivite em significativamente menos momentos de observacao
do que os do grupo do placebo (16,3 % vs. 29,3 %, respetivamente; p < 0,001). Nao foram detetadas diferencas estatisticas
entre os grupos ou entre periodos quanto a detecao de ADN de FHV-1 nos esfregacos da garganta, valores de anticorpos
anti-FHV-1 ou resposta linfocitaria.

a administracdo de E. faecium SF68 preservou a diversidade microbiana intestinal quando os gatos
foram expostos a stress ligeiro (alteracoes no alojamento e castracdo). A melhoria nos momentos de observacao
de conjuntivite com E. faecium SF68 comparativamente ao placebo podera ser um efeito do tratamento, mas sdo
necessarios mais estudos. No entanto, o estudo nao determinou o mecanismo que podera estar na origem do efeito.

Lappin, M. R., Veir, J. K., Satyaraj, E., & Czarnecki-Maulden, G. (2009). Pilot study to evaluate the effect of oral supplementation of Enterococcus
faecium SF68 on cats with latent herpesvirus 1. Journal of Feline Medicine and Surgery, 11(8), 650-654. doi: 10.1016/j.jfms.2008.12.006
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e > ALTERA A EXCRECAO DE QUISTOS DE GIARDIA

A infecao com o parasita protozoario Giardia é bastante comum e clinicamente normal, mas os caes infetados podem ser
infeciosos para outros caes e possivelmente para humanos. Investigacdes anteriores demonstraram que a estirpe probidtica

A ENTEROCOCCUS FAECIUM SF68 NAO

Enterococcus faecium SF68 reduzia a carga e a excrecdo de Giardia em ratos. Este estudo foi realizado para avaliar o efeito de
seis semanas de administracao de E. faecium SF68 na imunidade e excrecao de quistos fecais de Giardia em caes.

foram incluidos no estudo vinte (20) cies adultos com infecoes por Giardia cronicas e
subclinicas, naturalmente adquiridas. Apoés um periodo de adaptacao alimentar de 6 semanas, os caes foram
divididos em dois grupos iguais para o estudo cruzado (com ocultacdo?). Todos os caes foram mantidos com a mesma
dieta, mas um grupo recebeu E. faecium SF68 e o outro grupo recebeu um placebo com os mesmos ingredientes de
base mas sem a estirpe probidtica, durante 6 semanas. Depois, cada grupo recebeu a condicio contraria (o grupo

que inicialmente recebeu E. faecium SF68 recebeu o placebo e vice-versa) nas 6 semanas seguintes. Foram colhidas
amostras de fezes todas as semanas em 3 dias consecutivos para determinar a pontuacao fecal e analisar cistos

fecais de Giardia e a carga antigénica. Mediu-se a IgA secretora nas fezes nas semanas 3, 9 e 15. Nas semanas 3, 9 e 15
também se colheu sangue para avaliar a capacidade fagocitaria dos leucdcitos.

nao foram observadas diferencas significativas entre o grupo do placebo e o do tratamento

com E. faecium SF68 quanto a excrecao de cistos de Giardia, excrecao de antigénio nas fezes, concentracao fecal
de IgA ou atividade fagocitaria dos leucécitos. Nao houve qualquer evidéncia de uma melhor imunidade adaptavel
como resposta a E. faecium SF68.

a administracdo de E. faecium SF68 durante 6 semanas a caes com giardiase cronica subclinica
naturalmente adquirida nao alterou a excrecao de cistos de Giardia, o contelido antigénico nem as respostas
imunitarias adaptadas ou inatas. Sao necessarios mais estudos para determinar se a suplementacao com E. faecium
SF68 a longo prazo afeta a excrecao de cistos ou reduz a reinfecao, ou se o pré-tratamento com E. faecium SF68

proporciona beneficios preventivos ou reduz a colonizacao por Giardia.

Simpson, K. W., Rishniw, M., Bellosa, M., Liotta, J., Lucio, A., Baumgart, M.,...Bowman, D. (2009). Influence of Enterococcus faecium SF68 probiotic
on giardiasis in dogs. Journal of Veterinary Internal Medicine, 23, 476-481.
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A ENTEROCOCCUS FAECIUM SF68 REDUZ

A PREVALENCIA DE DIARREIA EM GATOS EM
ABRIGOS

A diarreia é comum em animais de companhia alojados em abrigos. Pode ter varias causas, incluindo stress, alteracoes a dieta
e agentes patogénicos (como virus, bactérias e parasitas). A diarreia pode atrasar a adocao e apertar os recursos financeiros
dos abrigos (devido ao custo do tratamento), podendo ainda resultar em eutanasia em casos suficientemente graves ou
crénicos. Este estudo foi realizado para avaliar a eficacia de uma estirpe probiotica especifica de Enterococcus faecium, a SF68,
na prevencao da diarreia em caes e gatos em abrigos.

este estudo controlado por placebo e com dupla ocultacao avaliou caes e gatos alojados num
abrigo para animais. Os caes e os gatos deste estudo foram separados por espécie e cada espécie foi dividida em

dois grupos que foram alojados separadamente. Ap6s um periodo de 4 semanas para avaliar a prevaléncia inicial de
diarreia por area de alojamento, cada grupo recebeu a E. faecium SF68 na forma de um intensificador de sabor ou um
placebo (apenas o intensificador de sabor) durante 4 semanas como suplemento a uma dieta completa e equilibrada.
Seguiu-se um periodo de washout de uma semana, durante o qual nao receberam qualquer suplemento, e depois um
periodo de 4 semanas com a condicio contraria (os que tinham recebido placebo no primeiro periodo receberam a
SF68 no segundo e vice-versa). A pontuacao fecal diaria foi estimada por individuos com ocultacdo quanto a condicao
de placebo ou teste dos caes/gatos. Também houve ocultacdo dos individuos que suplementaram os cies/gatos
quando a sua condicao. As fezes com uma pontuacdo igual ou superior a 4 foram consideradas diarreia.

foram incluidos na analise de dados 130 gatos e 102 caes. Embora o periodo total do estudo tenha sido
de 13 semanas, alguns dos gatos e caes foram adotados durante o estudo. Consequentemente, nem todos os caes ou
gatos ficaram alojados no abrigo durante todo o periodo do estudo. Portanto, as taxas de prevaléncia de diarreia foram
reportadas de acordo com a area de alojamento e nao de acordo com grupos consistentes com 0s mesmos animais.

Gatos: a percentagem de gatos com diarreia foi significativamente inferior no grupo da SF68 comparativamente
ao grupo do placebo (7,7 % vs. 20,7 %, respetivamente; p = 0,0297). Nao houve diferencas significativas entre os
grupos quanto ao ntimero de episédios de diarreia.

Caes: ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos, mas a prevaléncia de diarreia foi demasiado
baixa para uma analise suficiente: apenas um cao de cada grupo teve diarreia durante dois ou mais dias.

gatos de abrigos suplementados com E. faecium SF68 apresentaram menos episédios de diarreia com
uma duracdo de 2 ou mais dias do que gatos que receberam um placebo. A reducao da prevaléncia da diarreia pode
indiretamente poupar tempo e dinheiro aos abrigos, assim como melhorar o bem-estar animal e a probabilidade de
serem adotados.

Bybee, S. N., Scorza, A. V., & Lappin, M. R. (2011). Effect of the probiotic Enterococcus faecium SF68 on presence of diarrhea in cats and dogs
housed in an animal shelter. Journal of Veterinary Internal Medicine, 25, 856-860.
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A ENTEROCOCCUS FAECIUM SF68 REDUZ

e » A FLATULENCIA EM CAES

Este estudo teve como objetivo determinar o efeito da suplementacao com a estirpe probiotica Enterococcus faecium SF68
durante 14 dias na flatuléncia em caes.

foram inscritos no estudo (10) cies adultos. Todos os caes foram alimentados com a mesma
racdo canina completa e equilibrada. Apés uma colheita de amostra inicial no Dia o, as dietas dos caes foram
suplementadas com Enterococcus faecium SF68 diariamente durante 14 dias. Colocou-se em todos os caes um
dispositivo que, de forma nao invasiva, recolhia amostras de flatuléncia, o nimero de episédios de flatuléncia e as
concentracées de sulfureto de hidrogénio a cada 4 segundos durante um periodo de quatro horas no Dia o e no Dia 14.

VGG O a suplementacao com E. faecium SF68 reduziu significativamente o nimero de episédios de flatuléncia
e a quantidade maxima libertada de sulfureto de hidrogénio.

a suplementacao da dieta de caes adultos com a estirpe probiotica Enterococcus faecium SF68 durante
duas semanas resultou na reducao do ntimero total de episodios de flatuléncia e da quantidade maxima de sulfureto
de hidrogénio libertada pela flatuléncia.

Waldron, M., Kerr, W., Czarnecki-Maulden, G., & Davis, J. Supplementation with Enterococcus faecium SF68 reduces flatulence in dogs.
Apresentado em: International Scientific Congress of the European Society of Veterinary and Comparative Nutrition; September 2012; Bydgosczc,
Poland
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K A ENTEROCOCCUS FAECIUM SF68 NAO ALTERA
. A INGESTAO DE COMIDA, O PESO CORPORAL,
' A COMPOSIQA'O CORPORAL OU OS PARAMETROS
METABOLICOS EM GATOS OBESOS OU COM EXCESSO
DE PESO
.

Ha uma evidéncia crescente a sustentar o papel do microbioma no tratamento do excesso de peso e da obesidade. Este estudo
foi realizado para determinar os efeitos da estirpe probiodtica Enterococcus faecium SF68 na ingestao de comida, no peso e
composicao corporal e no perfil metabélico de gatos obesos ou com excesso de peso sem comorbilidades.

vinte (20) gatos com excesso de peso (classificacdo da condicdo corporal (CCC) de 5,5-7/9)

ou obesidade (CCC 8-9/9) sem comorbilidades nem agentes patogénicos especificos foram divididos em dois grupos
de 10 gatos cada com base no seu peso corporal e CCC. Ap6s um periodo inicial e de adaptacao de 4 semanas,

os gatos no grupo do probiotico receberam E. faecium SF68 misturada na sua refeicao matinal durante oito semanas.
O periodo de intervencao foi seguido de um periodo de washout de seis semanas, tendo o estudo uma duracao total de
18 semanas (4 semanas de adaptacao, 8 de intervencao e 6 de washout). A ingestao de comida foi medida diariamente,
a0 passo que o peso corporal e a CCC foram avaliados semanalmente durante cada periodo. No final de cada um dos
trés periodos, calculou-se a massa gorda corporal e colheu-se sangue para analisar as concentracoes de triglicerideos,
colesterol, frutosamina, insulina, leptina e adiponectina.

dezasseis gatos concluiram o estudo e foram incluidos nos dados analisados. Foram eliminados dois gatos
de cada grupo por diversas razoes. Todos os gatos no grupo do probiético aceitaram e ingeriram a sua quantidade diaria
de E. faecium SF68. No final do periodo de aclimatizacao (antes da administracio do probi6tico), os niveis de insulina
foram significativamente superiores e o peso corporal foi superior no grupo do probiético, tendo estas diferencas

sido mantidas durante o periodo de teste. Nao houve diferencas estatisticamente significativas entre os dois grupos nos
restantes parametros avaliados em nenhum dos trés periodos.

0 uso a curto prazo do probidtico E. faecium SF68 nao produziu efeitos na ingestao de comida,

no peso corporal, na composicio corporal nem nos parametros metabélicos de gatos obesos ou com excesso de
peso sem agentes patogénicos especificos nem comorbilidades. Contudo, as diferencas nos grupos antes do periodo
de teste serviram como fator confundidor. Sdo necessarios mais estudos para determinar se uma maior duracao

da administracdo, uma amostra maior, a restricao calérica simultanea ou o uso em gatos com tutores afetam

a resposta. Neste estudo nao foram colhidas fezes para analise do microbioma, mas esta poderia ter fornecido

informac6es importantes sobre os microbiomas de gatos na resposta ao probiotico.

Kathrani, A., Larsen, J. A., Kass, P. H., & Fascetti, A. J. (2016). Effect of short-term probiotic Enterococcus faecium SF68 dietary supplementation in
overweight and obese cats without comorbidities. Veterinary Record Open, 3, €000164. doi: 10.1136/vetreco-2015-000164
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K
A ENTEROCOCCUS FAECIUM SF68 MELHORA
. A DIARREIA EM CAES COM SOBRECRESCIMENTO

BACTERIANO NO INTESTINO OU DIARREIA
RESPONSIVA A ANTIBIOTICOS

A diarreia do intestino delgado em caes pode representar um desafio diagnostico para os médicos veterinarios.

Este estudo analisou se caes a sofrer de diarreia do intestino delgado causada por sobrecrescimento bacteriano intestinal ou
diarreia responsiva a antibi6ticos beneficiariam da combinacao de uma dieta entérica terapéutica® com a estirpe probiotica
Enterococcus faecium SF68.

vinte e seis (26) caes adultos com tutor que apresentavam sinais clinicos compativeis com
diarreia do intestino delgado crénica com pelo menos 15 dias de duracdo que nao pudesse ser atribuida a uma
causa especifica (p. ex., doenca infeciosa, neoplasia, alergia alimentar ou intolerancia alimentar, sindrome da

ma absorcao, insuficiéncia pancreatica exdcrina) foram inscritos neste ensaio clinico controlado por placebo com
dupla ocultacao. Os caes foram aleatoriamente divididos em dois grupos: ambos foram alimentados com a racao
entérica terapéutica, mas apenas o grupo de teste foi suplementado com E. faecium SF68 enquanto o grupo do
placebo recebeu os mesmos ingredientes do suplemento de E. faecium SF68 mas sem o probiético E. faecium SF68
em si. Os caes foram reavaliados clinicamente a cada 7 dias durante um periodo de 20 dias, incluindo exame fisico
completo, peso corporal, pontuacao fecal e exame fecal microscopico, urianalise, hematologia e bioquimica sérica.

os valores da hematologia e da bioquimica sérica mantiveram-se dentro dos limites normais em
todos os caes ao longo do periodo do estudo. Durante a primeira semana do estudo, ndo foram detetadas diferencas
significativas entre os grupos quanto a diarreia/pontuacao fecal. Contudo, a diarreia ficou totalmente resolvida em
6/16 (37,5 %) dos caes do grupo que estava a receber a E. faecium SF68 comparativamente a nenhum dos caes no
grupo do placebo. Depois do Dia 14, detetou-se uma diferenca estatisticamente significativa entre os grupos, com o
grupo suplementado com E. faecium SF68 a apresentar resolucdo da diarreia (p = 0,0002) que se manteve durante a
terceira semana da administracdo (p = 0,0001).

W70 a administracao da estirpe probidtica E. faecium SF68 em combinacdo com uma dieta terapéutica
especificamente formulada para problemas intestinais melhorou a diarreia apos 14 dias em caes com suspeita de
sobrecrescimento bacteriano intestinal ou diarreia responsiva a antibioticos comparativamente a administracao

de apenas a dieta terapéutica.

Rallis, T. S., Pardali, D., Adamama-Moraitou, K. K., & Kavarnos, 1. (2016). Effect of Enterococcus faecium SF68® (FortifFlora®) administration in
dogs with antibiotic responsive or small intestinal bacterial overgrowth diarrhoea. Hellenic Journal of Companion Animal Medicine, 5(2), 13-16.

a: Purina® Pro Plan® Veterinary Diets EN Gastroenteric® Canine Formula
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A ENTEROCOCCUS FAECIUM SF68 PODERA
: : MELHORAR OS RESULTADOS CLINICOS EM CAES

‘ TRATADOS COM METRONIDAZOL PARA A DIARREIA

Este estudo foi realizado para determinar se a administracdo de uma estirpe especifica de Enterococcus faecium (SF68)
adicionalmente ao metronidazol melhoraria os resultados clinicos comparativamente a apenas o metronidazol em caes com
diarreia.

foram incluidos no estudo quarenta e oito (48) cies de um abrigo. Todos os cies foram
alimentados com uma dieta padronizada e receberam metronidazol (25 mg/kg, PO, q12h) durante 7 dias de acordo com
os protocolos do abrigo. Vinte e quatro (24) caes também receberam E. faecium SF68 com um intensificador de sabor
(grupo de tratamento), enquanto os outros 24 cies receberam um placebo (apenas o intensificador de sabor) durante

o tratamento com metronidazol.

O sistema de pontuacao fecal padronizado foi aplicado em todas as amostras diariamente por um individuo com
ocultacdo quanto a suplementacao dos caes com E. faecium SF68 ou o placebo. Os cdes também foram avaliados
diariamente quanto a sua atitude (p. ex., vivacidade ou depressao) e ingestdo de comida. O estudo nio determinou

a causa especifica da diarreia dos caes, mas pretendeu replicar o ambiente de um abrigo tipico onde muitas vezes

o primeiro curso de tratamento para a diarreia é um curso de tratamento curto com metronidazol.

todos os caes comeram bem a rac¢ao, o placebo e a E. faecium SF68. Nao foram observados efeitos
secundarios do tratamento com metronidazol nem da administracdo de E. faecium SF68. Dezasseis caes de cada
grupo concluiram o estudo e foram incluidos na analise estatistica. Nos caes com pontuacdes fecais inferiores a 5 no
dia 7, o tempo médio até as primeiras fezes normais foi de 2,5 dias no grupo da E. faecium SF68 e 3 dias no grupo do
placebo, ndo sendo uma diferenca significativa. No Dia 7, o nimero de cdes com pontuacoes fecais inferiores a 5 era
superior (11/16; 68,5 %) no grupo da E. faecium SF68 do que no grupo do placebo (6/16; 37,5 %), ndo sendo a diferenca
estatisticamente significativa. A média diaria das pontuacoes de diarreia foi superior (mais diarreia) nos caes do grupo
do placebo nos Dias 5, 6 e 7, mas os resultados nao foram significativamente diferentes. A percentagem de amostras de
fezes com uma pontuacao <5 foi significativamente superior nos caes do grupo da E. faecium SF68 comparativamente
aos do grupo do placebo nos Dias 4-7 (aproximadamente 60 % vs. aproximadamente 40 %, respetivamente; p =
0,0496). Os parasitas detetados nas fezes dos caes incluiram Giardia, Cryptosporidium e Cystoisospora, tendo varios
caes sido co-infetados com dois ou mais destes parasitas. Ambos os caes infetados com Giardia no grupo da E. faecium
SF68 responderam ao tratamento e resolveram as infecdes, ao passo que a maioria (4/7) dos caes tratados com
placebo ainda se mantiveram positivos para Giardia e com diarreia no Dia 7. Contudo, este pequeno niimero de caes
impediu a comparacao estatistica.

a estirpe probidtica Enterococcus faecium SF68 nao é afetada pelo metronidazol, um antibiético
comummente usado para tratar caes com diarreia. A administracao de E. faecium SF68 sugeriu um melhor efeito
do tratamento do que a administracdo de apenas metronidazol. Os caes com a terapéutica dupla apresentaram
percentagens significativamente superiores de dias com fezes normais, uma percentagem numericamente superior

de caes com fezes normais no Dia 7 e pontuacdes de gravidade da diarreia numericamente inferiores nos Dias 5-7.
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A ENTEROCOCCUS FAECIUM SF68 PODERA
R MELHORAR OS RESULTADOS CLINICOS EM CAES

TRATADOS COM METRONIDAZOL PARA A DIARREIA
(CONT.)

como no estudo nao foi determinada a causa da diarreia especifica dos caes, os investigadores

ndo puderam descartar a possibilidade de enteropatia cronica, intolerancia alimentar/alergia alimentar ou resisténcia
antimicrobiana como causas da diarreia persistente em 15 dos caes no final do estudo. Seis caes do grupo do placebo
estiveram persistentemente infetados com Giardia mesmo com o tratamento com metronidazol, o que sugere a possibilidade
de estirpes resistentes. Seria necessario um estudo maior com caes infetados com Giardia para determinar se a combinacao
de metronidazol com E. faecium SF68 é melhor do que apenas metronidazol no tratamento da infecdo com Giardia.

A diarreia desencoraja a adocao, causa desconforto no cao e aperta muito os recursos dos abrigos.

A administracdo de E. faecium SF68 em combinac¢dao com metronidazol parece ter beneficios clinicos.

Fenimore, A., Groshong, L., Scorza, V., & Lappin, M. R. (2017). Evaluation of metronidazole with and without Enterococcus faecium SF68 in shelter
dogs with diarrhea. Topics in Companion Animal Medicine, 32, 100-103. doi: 10.1053/j.tcam.2017.11.001
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g y A IMUNOMODULAGCAO EM CACHORROS

Um estudo anterior demonstrou que a estirpe probiética Enterococcus faecium SF68 melhorava as respostas imunitarias a

A ENTEROCOCCUS FAECIUM SF68 INDUZ

vacinacao quando administrada a cachorros desde o desmame até ao primeiro ano de idade.! Este estudo foi realizado para
avaliar o efeito da E. faecium SF68 em determinadas respostas imunitarias em caes adultos.

foram selecionados para o estudo sete (7) beagles clinicamente saudaveis da mesma idade.
Os caes foram divididos em dois grupos: um grupo recebeu E. faecium SF68 e o outro nao recebeu. Colheu-se sangue
de cada cao antes da suplementacao e depois mensalmente durante 12 semanas para analisar células B, células T

e citocinas.

a suplementacao com E. faecium SF68 resultou em respostas proliferativas significativamente maiores
das células T a estimulacio (p = 0.03). A suplementacio aumentou significativamente o niimero de células B que
expressavam IgG ligada a superficie ou complexo maior de histocompatibilidade de classe II (MHC II), assim como a
gMFI de MHC II na Semana 4 comparativamente a Semana o, tendo os niveis continuado aumentados até ao final do
estudo na Semana 12. Comparativamente a Semana o, as células T CD8+ CD11a+ e a gMFI de células T CD8+ e CD11a
foram significativamente superiores nos caes suplementados com E. faecium SF68, mas o efeito ndo foi aparente na
Semana 12. Nao foram detetadas diferencas significativas nos niveis de citocina entre os grupos.

a suplementacao de beagles adultos com a estirpe probiética E. faecium SF68 pode induzir
imunomodulacao logo desde as quatro semanas em caes.

Lappin, M. R., Coy, J., Hawley, J., & Dow, S. Effect of a commercially available probiotic on immune responses in healthy dogs. Apresentado em:
American College of Veterinary Internal Medicine; June 8-10, 2017; National Harbor, Maryland. Abstract NMos 2016

1. Benyacoub, J., Czarnecki-Maulden, G. L., Cavadini, C., Sauthier, T., Anderson, R. E., Schiffrin, E. J., & von der Weid, T. (2003). Supplementation of
food with Enterococcus faecium (SF68) stimulates immune function in young dogs. Journal of Nutrition, 133, 1158-1162.
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A ENTEROCOCCUS FAECIUM SF68 PODERA
: : REDUZIR OS IMPACTOS NEGATIVOS DA AMOXICILINA/
‘ CLAVULANATO EM GATOS

Os antibi6ticos tém finalidades cruciais na saiide animal, mas podem produzir efeitos secundarios indesejaveis e debilitantes

(p. ex., diarreia, vomitos, perda de apetite) em alguns animais. Este estudo foi realizado para descrever os impactos clinicos e no
microbioma da administracdo de amoxicilina/clavulanato (um antibiético de largo espectro) em gatos e avaliar se a administracao
da estirpe probiotica Enterococcus faecium SF68 mitigaria esses efeitos.

este foi um estudo controlado por placebo com ocultacao. Trinta e quatro (34) gatos domésticos
foram aleatoriamente atribuidos a 2 grupos de acordo com a condicao corporal e foram alojados por grupo em duas
salas separadas. Todos os gatos foram alimentados com a mesma dieta ao longo do estudo. Depois de um periodo de
equilibrio de 10 dias, todos os gatos foram alimentados com uma racao enlatada misturada com o placebo ou a E. faecium
SF68 (dependendo do grupo a que pertencia o gato) na refeicio matinal. Administrou-se amoxicilina/clavulanato (62,5
mg/kg oral) duas horas depois e novamente a noite durante 7 dias. A administracdo do placebo ou da E. faecium SF68

foi mantida durante 7 dias adicionais ap6s a interrupcao do antibiotico. A consisténcia fecal foi classificada de acordo
com um sistema padronizado por observadores com ocultacdo quanto a condicao. A hidratacao, a atitude e o apetite
foram classificados diariamente e foi registado qualquer vomito detetado nas jaulas. Colheram-se amostras de sangue
para avaliar as concentracoes séricas de cianocobalamina e folato e fezes para analise do microbioma antes do inicio do
periodo de suplementacao de 14 dias, na primeira manha apo6s o tltimo dia da administracao de antibiético e 7 dias apds
o altimo dia da administracdo de antibiotico.

treze gatos do grupo do probiodtico e 14 gatos do grupo do placebo concluiram o estudo e foram incluidos na
analise de dados. Os restantes gatos foram excluidos devido a uma predisposicdo para a diarreia por stress. Foi detetado
pelo menos um episédio de vomito durante o periodo de administracao do antibiético em 53,8 % dos gatos do grupo do
probidtico e 35,7 % dos gatos do grupo do placebo, ndo sendo o niimero total de episédios de vomito durante o periodo

de administracao do antibiético significativamente diferente entre os grupos. Durante a administracdo do antibiético

e nos 4 dias seguintes, o nimero de gatos com diarreia nao diferiu entre os grupos, mas os gatos do grupo do placebo
mostraram mais diarreia grave. Houve menos gatos no grupo do probiético a desenvolver pontuacoes fecais >5 do que no
grupo do placebo (69,2 % vs. 85,7 %, respetivamente), mas a diferenca nao foi estatisticamente significativa. Relativamente
a gravidade da diarreia, nenhum dos gatos no grupo do probiotico desenvolveu uma pontuacao fecal >6, ao passo que

3 dos gatos no grupo do placebo apresentaram pontuacdes fecais >6 em pelo menos alguns dias. A pontuacgao total de
diarreia nos Dias 1-11 foi significativamente inferior nos gatos do grupo do probidtico comparativamente aos do grupo do
placebo. Houve alteracdes significativas no microbioma de ambos os grupos no Dia 7 da administracao do antibiético e
estas alteracdes persistiam 7 dias ap6s a interrupcao do antibi6tico. A administracao do antibiético alterou o microbioma
ao reduzir significativamente o ntimero de espécies observadas na analise do microbioma. As espécies Bifidobacterium,
Dialister e Peptococcus diminuiram abundantemente durante a administracao do antibi6tico e nao recuperaram depois da
interrupcao do antibiotico. As Enterobacteriaceae aumentaram significativamente durante a administracao do antibio6tico
mas voltaram aos niveis iniciais ap6s a descontinuacao do antibiético. Nao houve diferencas entre os grupos do placebo e

do probidtico em nenhum dos periodos analisados.
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A ENTEROCOCCUS FAECIUM SF68 PODERA REDUZIR
p OS IMPACTOS NEGATIVOS DA AMOXICILINA/
' ‘ CLAVULANATO EM GATOS (CONT.)

V)] I{aIEX7 0 embora a analise ndo tenha detetado diferencas estatisticamente significativas entre os grupos do
probiodtico e do placebo, houve achados clinicamente relevantes que indicam ter havido beneficios da administracao

de E. faecium SF68:

B Houve menos gatos no grupo do probidtico a desenvolver diarreia grave: nenhum dos gatos no grupo
do probiético desenvolveu uma pontuacao fecal >6, ao passo que 3 gatos no grupo do placebo tiveram pontuacoes
fecais >6 em pelo menos alguns dias

B As pontuacdes totais de diarreia nos Dias 1-11 foram significativamente inferiores nos gatos do grupo do probiético

A administracdo da amoxicilina/clavulanato altera o microbioma e o microbioma nio recupera a condicio inicial
pelo menos até 7 dias apos a interrupg¢ao do antibi6tico. Este antibidtico é conhecido por inativar a E. faecium SF68,

e isto podera explicar os beneficios reduzidos do probiético em combinacao com este antibi6tico comparativamente
aos beneficios significativos observados com a coadministracao com metronidazol, que néo inativa a E. faecium SF68.

Torres-Henderson, C., Summers, S., Suchodolski, J., & Lappin, M. R. (2017). Effect of Enterococcus faecium SF68 on gastrointestinal signs and fecal
microbiome in cats administered amoxicillin-clavulanate. Topics in Companion Animal Medicine, 32, 104-108. doi: 10.1053/j.tcam.2017.11.002
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A ENTEROCOCCUS FAECIUM SF68 PRODUZ
; 3 ALTERACOES NAO CLINICAMENTE RELEVANTES NOS
‘ NIVEIS SERICOS DE COBALAMINA E FOLATO

A cobalamina e o folato sdo vitaminas B hidrossoliveis que abundam na dieta normal dos caes e gatos. Ambas estas vitaminas
sao consideradas marcadores da absorc¢ao intestinal por serem absorvidas no intestino delgado. Este estudo foi realizado para
determinar o efeito da administracdo da estirpe probiética Enterococcus faecium SF68 durante 14 dias nas concentrac¢oes séricas
de cobalamina e folato em caes saudaveis.

foram incluidos no estudo 36 caes adultos (2-5 anos de idade) saudaveis de tutores
particulares. Os caes foram divididos por sexo e atribuidos aleatoriamente a um grupo de controlo ou ao grupo do
probibtico, ficando 18 caes em cada grupo com uma distribuicdo quase equivalente de machos:fémeas. Todos os
caes foram alimentados com a mesma dieta equilibrada durante duas semanas antes do inicio do estudo e durante o
estudo para minimizar a influéncia da dieta nos niveis de vitaminas, ja que os niveis de cobalamina e folato na dieta
nao foram medidos. Os caes no grupo do probiético receberam E. faecium SF68 uma vez por dia borrifada sobre a
sua refeicdo matinal durante 14 dias. Foram obtidas amostras de sangue no Dia 1 (inicio; no inicio da administracio
do probidtico), no Dia 14 (quando a administracdo do probidtico terminou) e no Dia 28 (duas semanas ap6s terminar
a administracdo do probidtico) apds um jejum de comida de 18 horas para determinar as concentracoes séricas de
cobalamina e folato. Também se determinou a classificacdo do indice de atividade da doenca inflamatoéria intestinal
canina (CIBDAI) com base na atitude geral, apetite, peso, consisténcia fecal, frequéncia de defecacao e vomitos

dos caes.

VG0 o probidtico foi aceite e bem tolerado por todos os caes.

Cobalamina

0 grupo do probidtico apresentou concentracoes séricas de cobalamina significativamente inferiores no Dia 28
(duas semanas apos a descontinuacio do probidtico) em relacdo ao Dia 1, mas no dltimo dia da administracao

do probidtico (Dia 14) ndo havia diferencas significativas nas concentracées séricas médias de cobalamina.

Foi observada hipocobalinemia (definida como niveis séricos de cobalamina inferiores ao intervalo de referéncia
normal) em quatro caes no Dia 14 e em oito caes no Dia 28, incluindo um cao que ja tinha niveis iniciais abaixo do
intervalo de referéncia normal. Os niveis séricos de cobalamina nos restantes caes mantiveram-se dentro do intervalo
de referéncia normal. No grupo de controlo, as concentragdes séricas de cobalamina nao foram significativamente
diferentes entre o inicio e o Dia 14 ou o Dia 28. Dois caes do grupo de controlo tinham niveis séricos iniciais de
cobalamina abaixo do intervalo de referéncia normal e um deles manteve-se baixo até ao Dia 14 mas estava normal
no Dia 28. Em trés caes de controlo no Dia 14 e num cdo de controlo no Dia 28 os niveis séricos de cobalamina
encontravam-se abaixo do intervalo de referéncia normal. No Dia 28 (14 dias ap6s a descontinuacao do probiético),
as concentracoes séricas de cobalamina tinham diminuido em 16/18 (89 %) e 4/18 (22 %) dos caes dos grupos do
probiodtico e de controlo, respetivamente. Os niveis séricos de cobalamina diminuiram em mais de 20 % em 9/18
(50 %) caes do grupo do probidtico e em 1/18 (5,6 %) caes do grupo de controlo. Embora as concentracdes séricas
médias de cobalamina tenham diminuido no grupo do probiético nos Dias 14 e 28 em relacao ao inicio,

as comparacoes entre os grupos do probiotico e de controlo nao foram significativas.
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A ENTEROCOCCUS FAECIUM SF68 PRODUZ
i ALTERACOES NAO CLINICAMENTE RELEVANTES NOS
' ‘ NIVEIS SERICOS DE COBALAMINA E FOLATO (CONT.)

Resultados (cont.):

Folato

As concentracdes séricas médias de folato no grupo do probiético no Dia 1 ndo foram significativamente diferentes das
do Dia 14 (ltimo dia da administracdo do probi6tico) e das do Dia 28 (14 dias ap6s a descontinuacao do probidtico).
Contudo, a média de folato sérico no Dia 28 foi significativamente inferior a do Dia 14. Nao foram observadas diferencas
significativas no grupo de controlo quando se compararam as concentragoes de folato de todos os momentos.

Classificacao do CIBDAI
O CIBDAI manteve-se inalterado com uma classificacao de o ao longo do estudo.

a administracdo a curto prazo da estirpe probiotica Enterococcus faecium SF68 foi associada a uma reducao
significativa da concentracdao média de cobalamina no Dia 28 (duas semanas apds o probidtico ter sido descontinuado)
em relacdo ao inicio. Apesar da reducao, nao foram detetadas diferencas significativas entre os grupos do probiotico

e de controlo e todos os caes se mantiveram clinicamente normais. A administracao do probi6tico foi associada a um
aumento nao significativo do folato sérico e a uma reducao significativa do folato sérico ap6s a administracao ter sido
descontinuada. A E. faecium SF68 produz folato, o que pode explicar o aumento do folato durante a sua administracao

e a reducao do folato associada a descontinuacao do probi6tico.

Lucena, R., Olmedilla, A. B., Blanco, B., Novales, M., & Ginel, P. J. (2018). Effect of Enterococcus faecium SF68 on serum cobalamin and folate
concentrations in healthy dogs. Journal of Small Animal Practice, 59, 438-443. doi: 10.1111/jsap.12845
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A ENTEROCOCCUS FAECIUM SF68 NAO

ALTERA AS ENZIMAS HEPATICAS NOS CAES

|

Os probidticos foram associados a alteracoes em alguns resultados de testes bioquimicos ao soro. Este estudo foi realizado
para avaliar o efeito da estirpe probibtica Enterococcus faecium SF68 nos niveis de varias enzimas hepaticas, assim como nas
concentracoes de colesterol e triglicerideos em caes saudaveis, e fez parte de um estudo do qual ja foram publicados alguns
resultados (os efeitos do probi6tico nos niveis séricos de cobalamina e folato).!

foram incluidos neste estudo controlado com ocultacio trinta e seis (36) caes adultos (2-5 anos
de idade) saudéaveis de tutores particulares. Os cdes foram divididos por sexo e atribuidos aleatoriamente a um grupo
de controlo ou ao grupo do probiédtico, ficando 18 caes em cada grupo com uma distribuicao praticamente equivalente
de machos:fémeas. Todos os caes foram alimentados com a mesma dieta equilibrada durante duas semanas antes

do inicio do estudo e durante o estudo para minimizar a influéncia da dieta nos niveis de vitaminas, ja que os niveis
de cobalamina e folato na dieta nao foram medidos. Os caes no grupo do probibtico receberam E. faecium SF68 uma
vez por dia borrifada sobre a sua refeicio matinal durante 14 dias. Foram obtidas amostras de sangue no Dia 1 (inicio;
no inicio da administracao do probiético), no Dia 14 (quando a administracio do probi6tico terminou) e no Dia 28
(duas semanas ap6s terminar a administracao do probiético) apés um jejum de comida de 18 horas para determinar
a atividade sérica da alanina transferase (ALT) e da fosfatase alcalina (ALP), assim como as concentracoes séricas de
colesterol total e triglicerideos.

0 probiotico ndo induziu nenhuma alteracao significativa nos niveis médios de ALT e ALP.

Dois caes do grupo do probidtico apresentaram concentracoes acima do intervalo de referéncia no Dia 14, mas

ambos se mantiveram clinicamente normais e os seus niveis regressaram ao normal. A concentra¢do sérica média

de colesterol nao sofreu alteracdes durante o periodo de administracao de 14 dias, mas foi detetada uma reducao
significativa no colesterol no Dia 28 (14 dias ap6s a descontinuacio do probidtico). No entanto, esta alteracdo nao foi
clinicamente relevante porque todos os valores se mantiveram dentro do intervalo de referéncia. A concentracao média
de triglicerideos aumentou progressivamente, tendo-se observado um aumento significativo no Dia 28. Contudo, estas
alteracdes nao foram clinicamente relevantes porque os valores mantiveram-se dentro do intervalo de referéncia. Um cao
do grupo do probidtico desenvolveu hipertrigliceridemia (definida como niveis de triglicerideos acima do intervalo de
referéncia normal) no Dia 28 (duas semanas ap6s a administracao do probiético ser descontinuada).

V) I3 0 8 a administracdo a curto prazo da estirpe probidtica E. faecium SF68 nao alterou os niveis de duas
importantes enzimas hepaticas e nao produziu alteracdes clinicamente relevantes nas concentracoes de colesterol
ou triglicerideos. Estes resultados indicam que o probidtico nao afetaria os niveis destas enzimas se fosse

administrado a caes com doenca hepatica e que podera ser o probio6tico de eleicao em caes com doenca hepatica.

Lucena, R., Novales, M., Blanco, B., Hernandez, E., & Ginel, P. . (2019). Effect of probiotic Enterococcus faecium SF68 on liver function in healthy dogs.
Journal of Veterinary Internal Medicine, 33, 2628-2634. doi: 10.1111/jvim.15625

1. Lucena, R., Olmedilla, A. B., Blanco, B., Novales, M., & Ginel, P. J. (2018). Effect of Enterococcus faecium SF68 on serum cobalamin and folate
concentrations in healthy dogs. Journal of Small Animal Practice, 59, 438-443. doi: 10.1111/jsap.12845
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A ENTEROCOCCUS FAECIUM SF68 NAO PERMITE
, 3 A REDUCAO DA DOSAGEM DE OCLACITINIB EM CAES
‘ COM DERMATITE ATOPICA

Estudos anteriores sugeriram que a estirpe probiotica Enterococcus faecium SF68 teria um papel imunomodulador.! Um ntimero
limitado de estudos sugeriu que o aumento das espécies produtoras de acido latico no intestino, que foi demonstrado ocorrer
com a suplementacdo com E. faecium SF68, podera prevenir ou aliviar os sinais de dermatite atdpica. Este estudo foi realizado
para avaliar se a adicdo de E. faecium SF68 ao regime de tratamento para dermatite atépica cronica teria algum impacto nas
classificacoes clinicas da doenca.

este foi um estudo controlado por placebo com ocultacio. Foram incluidos vinte e um (21) caes

de clientes particulares com dermatite atopica ambiental controlada durante a toma de oclacitinib. Os caes foram
distribuidos aleatoriamente e com ocultacio por dois grupos, tendo um dos grupos recebido uma administra¢ao bidiaria
de 1x10® UFC/g de E. faecium SF68 durante 12 semanas, enquanto o outro recebeu um placebo. Os cies foram mantidos
com oclacitinib ao longo do estudo.

As classificactes com base no indice de gravidade e extensao da dermatite atopica canina (CADESI-4) foram
determinadas pelos investigadores na inscricio (Dia 0), Dia 56, Dia 70 e Dia 84 do estudo. Pediu-se aos clientes que
registassem as classificacdes da escala visual analdgica de prurido (PVAS) trés vezes por semana durante as primeiras

6 semanas e depois diariamente nas restantes 6 semanas do estudo. A citologia da pele e do ouvido foi avaliada

sempre que aplicavel consoante as classificacoes anteriores e no caso de identificacdo de infecao, a mesma foi tratada
adequadamente com medicacio topica. As “crises” da doenca (aumentos numa ou em ambas as classificacoes) foram
abordadas conforme necessario. A dose de oclacitinib foi reduzida em aproximadamente 25 % no Dia 56 ou no Dia 70
consoante as classificacbes estivessem iguais ou abaixo dos niveis iniciais. No caso de uma crise da doenca, o cao tornava
a receber a dose inicial.

dezanove caes concluiram o estudo: 10 do grupo do probidtico e 9 do grupo do placebo, tendo um cao

do grupo do probidtico sido removido no Dia 56 e um cao do grupo do placebo sido removido no Dia 70. Cinco (5) dos 11
caes que estavam originalmente no grupo do probiético qualificaram-se para uma reducao do oclacitinib e trés dos cinco
mantiveram-se controlados com uma dose mais baixa. Oito (8) dos 10 cdes do grupo do placebo qualificaram-se para uma
reducao da dose e sete desses oito mantiveram-se controlados com a dose mais baixa. Nao houve diferencas significativas
nos efeitos da reducio do oclacitinib entre os grupos do probiético e do placebo. Sete caes (4 no grupo do probidtico, 3 no
grupo do placebo) sofreram crises da doenca antes da reducdo da dose do oclacitinib. Destes sete caes, um de cada grupo
qualificou-se para a reducao da dose de oclacitinib e ambos se mantiveram controlados com a dose reduzida. Dois caes
(um de cada grupo) sofreram uma crise da doenca no Dia 56 em resposta a reducio da dose de oclacitinib e melhoraram
quando foi reposta a dose inicial de oclacitinib. As classificacdes do CADESI-4 foram significativamente inferiores no

grupo do placebo comparativamente ao grupo do probiético no Dia 56 e as classifica¢cdes no grupo do placebo diminuiram
significativamente entre o inicio e o Dia 84. Contudo, no final do estudo nao houve diferencas estatisticas nas classificacoes
da doenca clinica. As classificacoes da PVAS nao sofreram alteracoes significativas em nenhum grupo em nenhum momento

em relacdo ao inicio.
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A ENTEROCOCCUS FAECIUM SF68 NAO PERMITE
Y A REDUCAO DA DOSAGEM DE OCLACITINIB EM CAES
‘ COM DERMATITE ATOPICA (CONT.)

com base nos resultados deste estudo piloto, a E. faecium SF68 nao foi eficaz na reducao da dosagem
de oclacitinib com uma simultdnea manutencao ou reducao da classificacao de doenca clinica ou prurido.

Isto podera ter sido influenciado por uma série de fatores, incluindo o pequeno tamanho da amostra, uma dosagem
sub6tima do probibtico ou duracdo insuficiente da sua administracao, a escolha da estirpe probioética,

a variabilidade de doentes, incluindo a natureza ciclica da dermatite atopica, a variacdo nos tratamentos sistémicos
e topicos durante o estudo e o cumprimento pelos clientes. Para além disso, acredita-se que as propriedades
imunomoduladoras da E. faecium SF68 se devem a uma atividade anti-patogénica no trato gastrointestinal, o que
seria expectavel que afetasse a sua eficacia relativamente a dermatite atépica. Sao necessarios mais estudos de larga
escala para determinar o papel dos probioéticos no tratamento da dermatite atopica em caes.

Yamazaki, C., Rosenkrantz, W., & Griffin, C. (2019). Pilot evaluation of Enterococcus faecium SF68 as adjunctive therapy for oclacitinib-responsive
adult atopic dermatitis in dogs. Journal of Small Animal Practice, 60(8), 499-506. doi: 10.1111/jsap.13042

1. Benyacoub, J., Czarnecki-Maulden, G. L., Cavadini, C., Sauthier, T., Anderson, R. E., Schiffrin, E. J., & von der Weid, T. (2003). Supplementation of
food with Enterococcus faecium (SF68) stimulates immune function in young dogs. Journal of Nutrition, 133, 1158-1162.
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O MICROBIOMA ORAL CANINO MANTEM-SE ESTAVEL
o NO TEMPO E NAO E AFETADO PELA SUPLEMENTACAO
' ‘ COM ENTEROCOCCUS FAECIUM SF68

A administracdo de um probiotico oral afeta o0 microbioma oral dos humanos, mas tal ainda nao foi avaliado em caes.
O objetivo deste estudo foi determinar os organismos essenciais de um microbioma oral canino normal e avaliar os efeitos
da administracdo da estirpe probiética Enterococcus faecium SF68 no microbioma oral de caes saudaveis.

foram incluidos neste estudo caes de trabalho na fase de treino. Os caes foram atribuidos

ao grupo de teste ou ao de controlo e habituados a uma de trés racoes comerciais durante pelo menos 30 dias antes
do estudo. Apoés a habituacao, os caes do grupo de teste receberam diariamente suplementacao com E. faecium SF68
enquanto os caes de controlo nao receberam suplementacao durante 7 semanas. Colheram-se amostras através

de esfregacos orais semanalmente para a analise do microbioma. Houve ocultacdo dos treinadores dos caes e dos
responsaveis pela colheita das amostras relativamente ao grupo a que cada cao pertencia.

foram incluidos neste estudo treze (13) caes de trabalho na fase de treino. A idade média dos caes era de
13,5 meses e 0 seu peso médio era de 26 kg. As racas do estudo incluiram pastor-alemao, pastor-belga-malinois, pastor-
holandés e labrador-retriever. Nao havia evidéncia de doenca oral em nenhum dos caes. Os caes ficaram alojados
individualmente em canis durante o dia 5 dias por semana e em casas de acolhimento durante a noite e aos fins de
semana. Foram atribuidos seis (6) caes ao grupo de teste e sete (7) ao grupo de controlo. Ap6s a habituacao dos caes
a sua dieta, nao foram feitas alteracdes alimentares durante todo o estudo.

O microbioma oral era dominado por oito filos que representavam mais de 99 % da abundéancia relativa:

B Proteobacteria (43,8 %) B Fusobacteria (3,6 %)

B Bacteroidetes (22,5 %) B Gracilibacteria (2,1 %)

M Firmicutes (18,9 %) B SRi1 Absconditabacteria (1,5 %)
B Actinobacteria (6,1 %) B Saccharibacteria (1,3 %)

Nem a dieta nem a administracao do probiético afetaram a abundancia relativa da composicao microbiana

do microbioma oral. Os dados mostraram haver taxons ubiquos, ou seja, presentes em todos os caes e em todas as
amostras independentemente da raca, do sexo, da dieta, do tratamento ou outros fatores. Estes géneros foram os
seguintes: Actinomyces, Corynebacterium, Capnocytophaga, Flavobacterium, Gemella, Abiotrophia, Streptococcus
e Frederiksenia.

com base nos resultados deste estudo, o microbioma oral canino é notavelmente estavel (altamente
conservado) ao longo do tempo e o microbioma oral de caes de trabalho normais saudaveis nao foi afetado
pela dieta, pelo tempo nem pela administracdo da estirpe probi6tica E. faecium SF68. Este estudo identificou os

organismos essenciais, oito filos, que representam mais de 99 % do microbioma oral.

Bell, S. E., Nash, A. K., Zanghi, B. M., Otto, C. M., & Perry, E. B. (2020). An assessment of the stability of the oral canine microbiota after probiotic
administration in healthy dogs over time. Frontiers in Veterinary Science, 7, 616. doi: 10.3389/fvets.2020.00616
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4. PROBIOTICOS E O EIXO INTESTINO-CEREBRO

A microbiota gastrointestinal afeta a funcao cerebral e o comportamento, e o cérebro, por sua vez, influencia
a microbiota através de uma intercomunicacao bidirecional. A alteracao da microbiota intestinal por
intervencoes nutricionais tem o potencial de facilitar a comunicacao entre o intestino e o cérebro e influenciar
o comportamento e o estado de espirito.
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A ESTIRPE PROBIOTICA DA BIFIDOBACTERIUM

LONGUM TEM EFEITOS ANSIOLITICOS

A ansiedade em animais de companhia é uma grande preocupacao de tutores de animais de companhia, podendo a ansiedade
cronica e os problemas comportamentais afetar negativamente o bem-estar animal e a ligacdo entre o animal de companhia

e o tutor. Existe uma evidéncia crescente de que o microbioma intestinal pode influenciar o comportamento através do eixo
intestino-cérebro. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da suplementacao com a estirpe probiotica Bifidobacterium
longum BL999 no comportamento ansioso em caes.

este foi um estudo cruzado controlado por placebo com ocultacio. Foram incluidos no estudo
vinte e quatro (24) labradores-retriever com ansiedade. Todos os caes foram habituados a uma dieta completa e
equilibrada. Um grupo de caes foi suplementado com a estirpe probiotica B. longum BL999 e o outro grupo foi
suplementado com um placebo durante seis (6) semanas. Ap6s um periodo de washout de 3 semanas,

o grupo que tinha recebido o probi6tico passou a receber o placebo, e vice-versa, durante mais 6 semanas.

Durante cada fase, observou-se o comportamento tipico dos caes em resposta a estimulos do dia-a-dia para se detetar
uma série predefinida de comportamentos de ansiedade. Além disso, todos os cdes foram submetidos a um teste
formal de ansiedade no final de cada fase. A atividade cardiaca foi registada durante todo o teste de ansiedade e as
concentracdes salivares de cortisol foram avaliadas antes e depois do teste de ansiedade.

0s caes suplementados com B. longum BL999 demonstraram melhorias significativas em quatro
comportamentos de ansiedade do dia-a-dia (ladrar, saltar, girar sobre si mesmo e andar de um lado para o outro)
comparativamente a quando foram suplementados com o placebo. Durante o teste formal de ansiedade, os caes
suplementados com a B. longum BL999 apresentaram um maior comportamento exploratério num ambiente novo, uma
menor frequéncia cardiaca média e uma maior variabilidade da frequéncia cardiaca comparativamente a quando foram
suplementados com o placebo. Os caes também apresentaram uma reducdo significativa das concentracdes de cortisol
salivar em resposta a exercicio e a estimulos indutores de ansiedade quando foram suplementados com B. longum

BL999.

os caes suplementados com B. longum BL999 estiveram menos reativos (expressado por menores niveis
de cortisol), mais calmos (expressado por menores frequéncias cardiacas médias) e potencialmente num melhor
estado emocional (expressado pelo aumento da variabilidade da frequéncia cardiaca) quando expostos a estimulos
provocadores de ansiedade do que quando foram suplementados com um placebo. Além disso, os caes apresentaram
menos comportamentos de ansiedade do dia-a-dia quando foram suplementados com B. longum BL999g do que
quando foram suplementados com o placebo. A suplementacdao com B. longum BL999 teve um efeito ansiolitico em

caes ansiosos e podera ser uma ferramenta itil num plano abrangente de controlo da ansiedade.

McGowan, R. T. S., Barnett, H. R., Czarnecki-Maulden, G., Si, X., Perez-Camargo, G., & Martin, F. Tapping into those ‘gut feelings’: Impact of BLggg
(Bifidobacterium longum) on anxiety in dogs. ACVB Veterinary Behavior Symposium; July 12, 2018; Denver, Colorado.
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5. SIMBIOTICOS

Os simbi6ticos sdo combinacdes de prebioticos e probidticos cujo propoésito é introduzir populacoes
bacterianas benéficas (os probidticos) e promover a proliferacao de espécies bacterianas benéficas ao fornecer
fontes preferenciais de energia e alimento para as bactérias (na forma de prebioticos).

Boieiro-de-Berna e Enterococcus faecium
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O SIMBIOTICO PRODUZ EFEITOS BENEFICOS NO

MICROBIOMA DOS CAES E REDUZ A PREVALENCIA
DE DIARREIA EM CAES DE TRENO NA FASE DE TREINO

Os simbibticos sdo combinacbes de prebidticos e probidticos cujo propdsito é introduzir populacées bacterianas benéficas (os
probidticos) e promover a proliferacdo de espécies bacterianas benéficas ao fornecer fontes preferenciais de energia e alimento
para as bactérias (na forma de prebi6ticos). O objetivo deste estudo foi examinar as alteracoes na qualidade fecal, nos acidos
gordos de cadeia curta (AGCC) e no microbioma fecal em dois grupos de caes de tren6 em fase de treino que receberam um
simbidtico ou um placebo. O estudo avaliou caes de trend porque estes apresentam uma grande prevaléncia de diarreia durante
eventos atléticos.

este foi um estudo prospetivo controlado por placebo e com dupla ocultacao. Vinte cées de treno
em fase de treino clinicamente saudaveis com 2-6 anos de idade foram aleatoriamente distribuidos por dois grupos com
equivaléncia quanto ao género. Os caes no grupo de teste foram alimentados com uma dieta suplementada com um
simbibtico® enquanto os caes no grupo de controlo foram alimentados com a mesma dieta suplementada com um placebo
durante 6 semanas. Os caes foram alojados individualmente, mas nao foram segregados em grupos de tratamento
durante o treino ou viagens. Avaliou-se a pontuacio fecal no inicio (10 dias antes do periodo de teste) e todos os dias
durante o periodo de teste. Estimou-se o pH fecal e as concentraces de AGCC (acetato, propionato e butirato) nas fezes

e analisou-se os microbiomas dos caes no inicio e ap6s duas semanas de tratamento com o simbié6tico ou o placebo.

dezassete (17) caes completaram o estudo: 9 caes do grupo do simbidtico e 8 caes do grupo de controlo.
Foram excluidos do estudo trés caes por lesdes agudas durante o treino. Uma analise microbiana inicial do simbiotico
confirmou a presenca de organismos viaveis. No final do estudo, apenas era possivel fazer culturas de E. faecium

SF68 a partir do suplemento simbiético. Os caes no grupo do simbibtico apresentaram um aumento significativo de
Lactobacillaceae ap6s 2 semanas de tratamento. Este aumento esteve correlacionado a um aumento geral da concentracao
de butirato. As espécies Lactobacillus e Bifidobacteria encontravam-se significativamente aumentadas nos caes alimentados
com o simbiético apés duas semanas de suplementacio, mas estas alteracoes nao foram observadas no grupo do placebo.
Nao houve diferencas significativas no pH fecal entre os dois grupos. Entre as Semanas 4 e 5 da administracao, os caes no
grupo do simbi6tico apresentaram uma pontuacao fecal melhor e menos dias de diarreia. Isto coincidiu com um surto de
diarreia presumivelmente contagiosa no canil. Relativamente a comparacao do ntimero total de dias de diarreia entre os
dois grupos, o grupo do simbibtico teve significativamente menos dias de diarreia que o grupo do placebo.

)T IEC A com base nos resultados deste estudo, o uso deste simbiotico resultou num aparente efeito benéfico no
microbioma dos caes e numa reducao da prevaléncia de diarreia em caes de tren6 na fase de treino. Foram observados
menos dias de diarreia quando ocorreu um surto de diarreia presumivelmente contagioso nos caes suplementados

com o simbi6tico durante a Semana 5 de tratamento, reforcando o indicio de um efeito benéfico.

Gagné, J. W., Wakshlag, J. J., Simpson, K. W., Dowd, S. E., Latchman, S., Brown, D. A.,...Fahey, G. D. (2013). Effects of a synbiotic on fecal quality,
short-chain fatty acid concentrations, and the microbiome of healthy sled dogs. BMC Veterinary Research, 9, 246. doi: 10.1186/1746-6148-9-246

a: O simbidtico continha as seguintes estirpes bacterianas probidticas: Enterococcus faecium SF68, Bacillus coagulans e Lactobacillus acidophilus.
0 simbi6tico também continha fruto-oligossacarideos e mananoligossacarideos como prebioticos. Consulte 0 manuscrito completo para uma descrigao
exaustiva dos ingredientes.
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LIDERANCA DA PURINA NO MICROBIOMA

A Purina foi a primeira a oferecer um suplemento probi6tico de longa duragdo com a comprovacdo de promover um sistema
imunitario saudavel e fornecer um meio de tratamento alimentar de caes e gatos com diarreia. Este probiotico, uma estirpe
especifica de Enterococcus faecium a qual chamamos E. faecium SF68 (NCIMB 10415 4b1705), continua a ser o probidtico
mais estudado em medicina veterinaria com base nas publicacoes até a data. A Purina também foi a primeira a oferecer um
probidtico de longa duracao (Bifidobacterium longum BL999, NCC 3001) com a comprovacio de ajudar os cies a manterem
um comportamento calmo. Para além da investigacdo dedicada ao desenvolvimento de produtos, a Purina realiza e financia
investigacbes que promovem o avanco do conhecimento cientifico sobre a saide do microbioma e o impacto da nutricao.

Como parte da Nestlé, a Purina tira partido da inigualavel colheita de culturas e de décadas de investigacao do microbioma
e dos probidticos (refletida em mais de 300 publicacles revistas pelos pares até a data) para avaliar potenciais estirpes
probidticas relevantes para a medicina veterinaria e a saiide dos animais de companhia.
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Saiba mais em
Purinalnstitute.com

AS MARCAS COMERCIAIS DA PURINA PERTENCEM A SOCIETE DES PRODUITS NESTLE S.A.
AS RESTANTES MARCAS SAO PROPRIEDADE DOS SEUS RESPETIVOS DETENTORES. EC/CRCR


https://PurinaInstitute.com
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