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Resumo: Prebidticos podem promover a modulacdo benéfica da microbiota fecal e a levedura com
metabolitos ativos de Saccharomyces cerevisiae (LAM) € um exemplo desse aditivo. Este estudo objetivou
avaliar o efeito da adicao de dois niveis de LAM na microbiota fecal de cées adultos saudaveis. Dezoito
caes adultos com peso médio de 15,8+7,37 kg foram distribuidos de forma casualizada em trés tratamentos:
CD (dieta controle), LAM 0,3 (CD com 0,3% de LAM) e LAM 0,6 (CD com 0,6% de LAM). A microbiota
fol determinada pelo método de sequenciamento |llumina para se identificar a proporcao de filos e géneros.
Os resultados foram analisados no SAS, pelo teste de Tukey e foram considerados significativos valores de
pP<0,05. A adicao de LAM aumentou os filos Actinobacteria, Firmicutes (p=0,0048 e p<0,0001,
respectivamente) e o género Clostridium (p=0,0059). Além disso, a inclusao de LAM reduziu o filo
Fusobacteria (p=0,0008) e os géneros Allobaculum e Fusobacterium (p=0,0265 e p=0,0006,
respectivamente). A inclusao de 0,6% de LAM aumentou o género Collinsela (p=0,0052) e reduziu
Provotella (p=0,0003). Conclui-se que a adicao 0,3 e 0,6% de LAM na dieta de c&es alterou a proporcao de
filos e géneros de bactérias presentes nas fezes de caes saudaveis.
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EFFECTSOF SUPPLEMENTING INCREASING LEVELS OF SACCHAROMYCES
CEREVISIAE ON FECAL MICROBIOTA INADULT DOGS

Abstract: Prebiotics can promote beneficial modulation of the intestinal microbiota and yeast with active
metabolites of Saccharomyces cerevisiae (LAM) is an example of this additive. This study aimed to
evaluate the effect of adding two levels of LAM on the intestinal microbiota of dogs. Eighteen adult dogs
with a mean weight of 15.8 + 7.37 kg were randomly assigned to three treatments:. CD (control diet), LAM
0.3 (CD with 0.3% LAM) and LAM 0.6 (CD with 0.6% LAM). Microbiota was determined by Illumina
sequencing method to identify the proportion of phyla and genus. The results were analyzed by the
Statistical Analysis System (SAS Institute Inc., 2004) by Tukey test, with significant values of p<0.05. The
addition of LAM increased the phyla Actinobacteria, Firmicutes (p=0.0048 and p<0.0001, respectively)
and the genus Clostridium (p=0.0059). In addition, a LAM inclusion reduced the Fusobacteria phylum
(p=0.0008) and the genera Allobaculum and Fusobacterium (p=0.0265 and p=0.0006, respectively). A
0.6% LAM inclusion increased the Collinsela genus (p=0.0052) and reduced Provotella (p=0.0003). It was
concluded that the addition 0.3 and 0.6% of LAM in the diet altered the proportion of phylum and genus of
healthy dogs, and could improve animal health.
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Introducao: A microbiotafecal e determinada principalmente pela dieta e os prebidticos podem modular
sua composi¢cao (Beloshapka et al., 2013). Estes aditivos estimulam sel etivamente o crescimento de generos
microbianos intestinais, conferindo beneficios a salide do hospedeiro, como protecao contra patogenos,
maturacao do sistema |munolog|co e modulacao da absorcéo de nutrientes (Kelder et al., 2014). Um
exemplo de prebidtico ja utilizado na nutricao animal é a Saccharomyces cerevisiae, que pode ser
processada para concentrar suas porcoes ativas, sendo entao chamada de levedura com metabdlitos ativos
(LAM). Considerando os potenciais beneficios da modulacdo da microbiota, o objetivo deste experimento
fol gyaliar 0 efeito da suplementacdo de niveis crescentes de LAM na microbiota fecal de caes adultos
saudaveis.

Material e M étodos. Dezoito caes adultos com peso médio de 15,8 £ 7,37 kg e idade média de 3,3 + 1,58
anos foram distribuidos em um delineamento intelramente casualizado em trés tratamentos isonutritivos:
CD (dieta controle); LAM 0,3 (CD com 0,3% de LAM) e LAM 0,6 (CD com 0,6% de LAM). Os animais
foram adaptados aos tratamentos por 21 dias e, apds esse periodo, fezes frescas foram coletadas de forma
estéril para a analise da microbiota. O DNA das amostras foi extraido de acordo com Mclnnes e Cutting
(2010). Apds a amplificagcao do DNA, as amostras foram submetidas ao sequenciamento |llumina de
acordo com Caporaso et al. (2010). As sequéncias foram agrupadas em unidades taxondmicas operacionais
(OTUs) para serem entao comparadas ao banco de dados OTU Greengenes 13 8, com similaridade limite
de 97%. Ao final da comparacéo, foram obtidos os resultados da composicdo de filo e género dos animais
alimentados com os diferentes tratamentos. Os resultados foram analisados no SAS e comparados pelo teste
de Tukey. Valores de p<0,05 foram considerados significativos.



Resultado e Discussao: Os filos predominantes foram Firmicutes, Fusobacteria e Bacteriodetes (Tabela
01), semelhante ao observado por Beloshapka et al. (2013). A LAM aumentou os filos Actinobacteria
(p=0,0048) e Firmicutes (p<0,0001) enquanto Fusobacteria (p=0,0008) apresentou reducéo. O aumento de
Actinobacteriafoi reportado com o uso de prebioticos por Barry et a. (2012) e correlacionou-se este efeito
ao aumento dos géneros deste grupo. No presente estudo, o aumento de Collinsela (p=0,0052) pode ter
proporcionado este efeito. O mesmo mecanismo pode explicar o aumento do filo Firmicutes, possivel mente
causado pelo aumento de Clostridium (p=0,0059). Apesar de algumas cepas de Clostridium serem
patogénicas, outras podem ser benéficas por atuarem na oxidacao de carboidratos (Kelder et al., 2014).
Como néo foram observados sinais clinicos de infeccao, pode-se aferir que o aumento tenha sido de cepas
nao patogénicas. As concentracoes dos géneros Prevotella (p=0,0003), Allobaculum (p=0,0265) e
Fusobacterium (p=0,0006) diminuiram com a ingestao de LAM pelos cées. A reducédo do género
Fusobacterium é considerada benéfica, uma vez que 0 género esta associado ao desenvolvimento de
doencas gastrintestinais (Swidsinksi et al., 2011). Apesar da literatura associar o0 aumento do género
Prevotella com o contelido em carboidratos (Xu et al., 2015) este género reduziu, indicando a necessidade
de mais estudos a respeito de substratos que favorecem seu crescimento.

Tabela 1 - Filos e géneros bacteriznos predommantes (em porcentagem das sequéncias totais) em fezes de cles
zlmentados com as distas expermentais

Dietas
DC LAA O3 LMA 0.6 Valor de p

Filos
Actinobacteria 01600 0016 0,7032+0.0034 1.8692=0.0053 0.0048
Bacteroidetes 11.9902+0.0133 0 370R2=0.0119 8150700112 0.0768
Fimicutas 6005000200  70.380~+0.0186 70, 76000186 <0.0001
Fuzobacteria 25,500p+0,0178 17 960°+0.0157 17.6207=0.0156 00008
Proteobacteria 228000061 1.560=0.0051 1.570=0.0051 0 5700
(réneros
Actmobateria

Bifidobacter um 005600010 0 00000012 001600005 0 8422

Collinzella 0.0505=0, 000 0427000027 1441200040 00052
Bacteroidstes

Bacteroides 6.9460.0104 1.392+0.0107 6.4635£0,0100 081388

Parabacteroides 0 12600014 0.070=0.0011 0.079=0.0011 0 0446

Prevotelia 3,0442=0.0070 058400031 056100031 0.0003
Fumicutes

Lactobacillus 0. 003=0.0002% 0402000262 0. 003=0.0002% 0.0841

Strepiococcus 0.0150.00035 006100010 0,007=0,0003 08301

Clos tridium 18 1852+00158 24 51300176 25043200177 00059

Allpbaculum 6905200104 3.850° 0079 3,9065=0 0030 00265

Clos tridium 0,0240, 0006 0.018=0_0006 00210 0006 0.9975
Fuzobacteria

Fusobactetiaceas Other 061100032 0. 64300033 0.602+0.0034 09549

Fusobacterium 24 888300177 17 32200153 1692800153 0 0006
Proteobacteria

Sutterella 0. 80400038 048700028 0 30000022 03770

Campyiobacter

0,000:=0,0000

0,051=0,0009

0,016=0,0003

0,8022

A3z medias 530 seguidas pele erre padrde; n = 6 cdes por dieta; *>< Meadias nas lmhas seguidas de letras iguzis nao
diferem entre 31 pelo teste de Tukey (p=0,10).

Conclusao: A adicéo de 0,3 e 0,6% de LAM na dieta de caes foi capaz de alterar a proporcao de filos e
géneros nas fezes, 0 que pode possivelmente melhorar a salide geral do animal e demonstra seu potencial
prebiotico parainclusao em alimentos para caes.
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