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Riassunto

Il ruolo che il microbiota intestinale riveste nell'impatto sulla salute dell’ospite €
stato ampiamente studiato nell'uomo e, negli ultimi anni, negli animali d’affezione.
E stato dimostrato come la composizione della dieta possa influenzare lo stato di
benessere dell’animale, inducendo rapidi ed importanti cambiamenti all’interno
delle popolazioni batteriche che coabitano I'intestino dei mammiferi; attualmente,
I'uso di sostanze prebiotiche in nutrizione umana e animale rappresenta una delle
strategie maggiormente impiegate e di riconosciuta efficacia per modulare
positivamente la composizione ed il metabolismo dell’ecosistema gastroenterico.

Il presente progetto di dottorato, articolato in cinque diversi studi, si &€ proposto di
indagare gli effetti sul microbiota intestinale del cane e del gatto di diete a diverso
tenore proteico e contenenti proteine di diversa digeribilita in presenza o meno di
sostanze prebiotiche. Inoltre, sono stati valutati gli effetti della presenza di un
estratto di Yucca schidigera e di tannini sulla microflora intestinale del gatto. In
ultima istanza, sono state valutate le conseguenze di dosi crescenti di lattosio,
disaccaride dai potenziali effetti prebiotici, sul benessere intestinale del cane.

I primo studio si proponeva di valutare in vitro gli effetti sulla
composizione ed il metabolismo della microflora fecale del gatto di una dieta a
basso tenore proteico e di una dieta ad alto tenore proteico e bassa digeribilita, in
combinazione con alcune sostanze prebiotiche. Le feci di 4 gatti adulti sono state
utilizzate come inoculo per la fermentazione in vitro dei substrati oggetto della
prova (GA, GOS, FOS, LAC, CF, PEC) in presenza della dieta a basso contenuto
proteico. Il liquido di fermentazione, prelevato a 6 e a 24 h, & stato sottoposto ad
analisi chimiche (pH, ammoniaca, AGV, amine biogene) e microbiologiche. Tra
tutti i substrati, LAC e FOS hanno mostrato le migliori potenzialita prebiotiche,
inducendo un abbassamento del pH, delllammoniaca e delle conte di
enterobatteriacee, e promuovendo la produzione di butirrato. Successivamente,
LAC e FOS sono stati sottoposti a fermentazione in presenza delle due diete ad alto
e a basso tenore proteico. Il presente studio ha evidenziato come diete ad elevato
titolo proteico formulate con fonti proteiche di scarsa qualita possano determinare
effetti negativi sullambiente enterico dell’ospite, promuovendo lo sviluppo di
popolazioni batteriche sgradite e incrementando la formazione di prodotti

microbici del catabolismo proteico. Inoltre, I'efficacia delle sostanze prebiotiche



sembra risultare compromessa in presenza di elevate quantita di proteina
indigerita disponibile come substrato energetico per le fermentazioni microbiche.

Scopo della seconda prova e stato quello di verificare in vitro gli effetti sul
microbiota intestinale del cane di diete a diverso tenore proteico e contenenti
proteine a diversa digeribilita in presenza o meno di FOS.

Sei diete estruse sono state impiegate nello studio: 1) dieta di controllo, basso
tenore proteico; 2) dieta ad alta proteina e alta digeribilita; 3) dieta ad alta
proteina e bassa digeribilita; 4) dieta 1 + FOS; 5) dieta 2 + FOS; 6) dieta 3 + FOS.
Le feci di 12 cani adulti sono state utilizzate come inoculo fecale per la
fermentazione in vitro della frazione indigerita delle diete sperimentali. Dove
previsto, i FOS sono stati addizionati in ragione dell'1.5%. II liquido di
fermentazione, prelevato a 6 e a 24 h, € stato sottoposto ad analisi chimiche e
microbiologiche.

I valori di pH del liquido di fermentazione sono stati ridotti dalla presenza di FOS
e invece aumentati dalle diete piu proteiche e meno digeribili. Inoltre, i FOS hanno
ridotto le concentrazioni di ammoniaca, aumentando la produzione di putrescina e
di AGV e riducendo il rapporto acetato/ propionato. Viceversa, la produzione di
AGV ¢ stata ridotta dalle diete meno digeribili. Infine, le diete ad alto tenore
proteico hanno determinato una riduzione della presenza di batteri lattici.

I risultati ottenuti nel corso del presente studio hanno dimostrato come 'impiego
di FOS nell’alimentazione del cane possa determinare diversi effetti positivi
sull’ecosistema intestinale dell’animale, riducendo il pH e le concentrazioni di
ammoniaca ed aumentando quelle di AGV. Al contrario, sulla base dei presenti
dati, e ipotizzabile che I'impiego di diete ricche di proteine, tanto piu se poco
digeribili, possa avere conseguenze negative sullambiente intestinale, come
l’aumento del pH e la proliferazione di batteri indesiderati.

Con il terzo studio ci si € proposti di verificare in vivo quanto osservato nella
precedente prova. La prova e stata condotta su un gruppo di 12 cani adulti e in
buono stato di salute; ciascun animale ha ricevuto a rotazione, secondo uno
schema 2x6, ognuna delle 6 diete sperimentali precedentemente impiegate nella
seconda prova. Ogni dieta € stata somministrata per un periodo di 28 giorni,
intervallato dalla somministrazione della dieta di controllo per 12 giorni. Un
campione di feci € stato prelevato nei giorni 0, 21 e 28 dalla somministrazione di

ciascuna dieta e destinato alle successive analisi chimiche e microbiologiche.
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Inoltre, gli effetti sulla digeribilita apparente dei nutrienti sono stati valutati. I
risultati ottenuti hanno mostrato come l'impiego di FOS nell’alimentazione del
cane possa determinare un miglioramento della biodisponibilita dei minerali.
Tuttavia, la loro presenza non sembra contrastare gli effetti negativi che diete ad
alto tenore proteico potrebbero avere sull’ecosistema intestinale dell’animale.
Infatti, i presenti dati evidenziano come 'impiego di diete ricche di proteine, tanto
piu se poco digeribili, possa avere conseguenze negative sull’ambiente intestinale,
come una riduzione dell'umidita delle feci e 'aumento delle concentrazioni fecali
di ammoniaca.

Obiettivo della quarta prova e stato quello di verificare in vitro gli effetti di
un estratto di Yucca schidigera e di tannini sulla microflora intestinale del gatto.
Le feci di 4 gatti adulti sono state utilizzate come inoculo fecale per la
fermentazione degli estratti oggetto della prova. Il liquido di fermentazione,
prelevato a 6 e a 24 h, e stato sottoposto ad analisi chimiche (pH, ammoniaca,
acidi grassi volatili, composti volatili) e microbiologiche. Entrambi i substrati
hanno avuto influenza sul metabolismo della microflora intestinale del gatto,
andando ad alterare le concentrazioni degli acidi grassi volatili negli inoculi fecali.
I tannini, ed in particolar modo la yucca, si sono dimostrati efficaci nel contenere
la produzione di sostanze maleodoranti quali I'acido solfidrico; tuttavia, un
aumento del p-cresolo, catabolita originante dalle fermentazioni proteolitiche e
implicato nella patogenesi di alcune patologie del tratto enterico, € stato associato
alla presenza di tannini. Nonostante siano necessari ulteriori studi, i risultati
ottenuti nel corso della presente sperimentazione hanno mostrato come
I'inclusione nella dieta di estratti di Yucca schidigera e tannini possa contribuire a
mitigare 'emanazione di sostanze maleodoranti dalle deiezioni degli animali da
compagnia.

Intento dell’'ultima prova e stato quello di verificare gli effetti della
somministrazione di lattosio sul benessere intestinale del cane. 14 cani adulti sono
stati alimentati con una dieta secca commerciale a cui sono state aggiunte dosi
crescenti di lattosio in polvere (0.5, 1.0 e 2.0 g/d per kgo75) somministrate,
ciascuna, per un periodo di 20 giorni. Al termine di ciascun periodo un campione
di feci e stato raccolto da ogni animale e destinato alla determinazione del pH,
ammoniaca, acidi grassi volatili e delle principali popolazioni microbiologiche.

Anche gli effetti sulla digeribilita apparente dei nutrienti sono stati valutati. La



somministrazione di dosaggio crescenti di lattosio ha contribuito a ridurre i
parametri indicatori di proteolisi intestinale, quali le concentrazioni fecali di
ammoniaca e acido isovalerico. I risultati ottenuti nel presente esperimento
potrebbero suggerire come la supplementazione delle diete con lattosio,
nonostante sia stata osservata una riduzione delle fermentazioni proteolitiche in
intestino, non abbia avuto particolari effetti di tipo prebiotico nei confronti delle
popolazioni batteriche prese in esame nei cani partecipanti alla prova. Nonostante
le quantita di lattosio assunte dai soggetti in prova fossero tutt’altro che
trascurabili, i risultati ottenuti fanno supporre come perfino nel cane la capacita di

produrre lattasi possa protrarsi anche in eta adulta.



Abbreviazioni

AGV Acidi grassi volatili

CF Fibra di carota

CTRL Dieta di controllo

DGGE Elettroforesi su gel in gradiente denaturante
DNA Acido desossiribonucleico

EM Energia metabolizzabile

FISH Ibridazione fluorescente in situ

FO Fruttooligosaccaridi

GA Sale sodico dell’acido gluconico

GOS Galattooligosaccaridi

HD Dieta con proteine ad elevata digeribilita
HP Dieta ad alto titolo proteico

IBD Malattie infiammatorie croniche intestinali
LAC Lattulosio

LD Dieta con proteine a bassa digeribilita

LP Dieta a basso titolo proteico

MJ Mega joule

MOS Mannanooligosaccaridi

NDO Oligosaccaridi non digeribili

PG Proteina grezza

PCR Reazione a catena della polimerasi

PEC Pectina da agrumi

rRNA Acido ribonucleico ribosomiale

RT-qPCR PCR quantitativa in tempo reale

SS Sostanza secca

SOS Oligosaccaridi della soia

TGGE Elettroforesi su gel in gradiente di temperatura
UFC Unita formanti colonia

X0S Xilooligosaccaridi



Introduzione

1 Introduzione

Il ruolo che il microbiota intestinale riveste nell'impatto sulla salute dell’ospite e
stato ampiamente studiato nell'uomo e, negli ultimi anni, negli animali d’affezione.
E stato dimostrato come la composizione della dieta possa influenzare lo stato di
benessere dell’animale, inducendo rapidi ed importanti cambiamenti all’interno
delle popolazioni batteriche che coabitano I'intestino dei mammiferi; attualmente,
I'uso di sostanze prebiotiche in nutrizione umana rappresenta una delle strategie
maggiormente impiegate e di riconosciuta efficacia per modulare positivamente la
composizione ed il metabolismo dell’ecosistema gastroenterico.

Il forte legame emotivo tra uomo e animali da compagnia ha sempre avuto un
grosso impatto sulla qualita dell’alimentazione di questi ultimi. Gli animali
d’affezione non devono fornire le massime produzioni possibili, né tantomeno
raggiungere il piu alto indice di conversione alimentare; per i proprietari di cani e
gatti ¢ invece di fondamentale importanza che il proprio animale viva in salute e il
piu a lungo possibile.

Cani e gatti soffrono delle tipiche patologie che affliggono il mondo occidentale,
quali obesita, tumori, malattie cardiovascolari e patologie renali. In ragione di
queste problematiche si e sviluppato un notevole interesse nei confronti
dell'impiego di alimenti funzionali nell’alimentazione dei carnivori domestici.
Infatti, sebbene cane e gatto siano riconosciuti come animali dalla dieta
prevalentemente o strettamente carnivora, alcuni studi dimostrano come
I'inclusione nella dieta di alimenti funzionali, in particolar modo di sostanze
prebiotiche, sia in grado di esercitare, in rapporto alla loro composizione, una
grande influenza sulle condizioni trofico-sanitarie dell’apparato digerente e,
conseguentemente, sullo stato di benessere generale dell’animale. Nell'uomo e
stato evidenziato come i cataboliti derivanti dalla fermentazione batterica della
quota proteica indigerita possano avere effetti negativi sulla salute del tratto
enterico. Questo aspetto, ancora poco studiato, desta particolare interesse
nell’alimentazione del cane e del gatto, le cui diete sono a volte formulate con fonti

proteiche di scarsa qualita e poco digeribili.
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Il microbiota del cane e del gatto

2 Il microbiota del cane e del gatto

Cane e gatto sono colonizzati da una complessa comunita di microorganismi i
quali rivestono un enorme impatto sulla salute dell’ospite. Diversi distretti
corporei come la cute, I’apparato buccale e le vie respiratorie, il tratto urogenitale e
il tratto gastroenterico ospitano uno specifico ecosistema microbico, il quale € in
simbiosi con I'apparato stesso.

Il tratto gastroenterico dei mammiferi ospita uno dei piu ampi e complessi
ecosistemi noti che, oltre a numerosissime specie batteriche, alberga anche
archeobatteri, funghi, protozoi e virus. E stato stimato come il carico microbico
intestinale spazi tra 10!2 e 1014 organismi, comprendente circa 500~1000 specie il
cui genoma complessivo sembra contenere circa 100 volte il numero di geni del
genoma umano: il microbiota € stato considerato come un organo metabolico
perfettamente convertito alla fisiologia dell’ospite, in grado di svolgere funzioni
fondamentali che I'ospite stesso non sarebbe in grado di assolvere (Backhed et al.,
2004).

Alla nascita il tratto gastroenterico € sterile ma, con il passare delle ore, inizia a
popolarsi sempre piu di numerose specie batteriche provenienti dal canale del
parto, dall’ambiente circostante e dal latte materno (Buddington, 2003). Durante
le prime settimane di vita predominano le specie aerobiche, mentre nell'intestino
dell’animale geriatrico sembrano prevalere le popolazioni anaerobiche (Benno et
al., 1992; Buddington, 2003; Koenig et al., 2011). Il microbiota intestinale e
destinato a evolvere nel tempo, mostrandosi piuttosto stabile in eta adulta
(Buddington, 2003), mentre nell’animale geriatrico la popolazione residente
appare piu semplice e meno diversificata, probabilmente in funzione dei
cambiamenti strutturali e funzionali del tratto gastroenterico (Benno et al., 1992;
Simpson et al., 2002). Sono state osservate inoltre ampie differenze tra il
microbiota del cane e quello del gatto e tra soggetti della stessa specie (Schaible

and Kaufmann, 2005).
2.1 Tecniche di caratterizzazione del microbiota intestinale

2.1.1 Metodi di coltura tradizionali

E stato pitu volte osservato come le tradizionali tecniche di coltura dei

microorganismi non forniscano accurate e sufficienti informazioni sulla diversita
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Il microbiota del cane e del gatto

delle specie che fanno parte di ecosistemi complessi quali il microbiota intestinale
(Greetham et al., 2002; Hooda et al., 2012; Mentula et al., 2005; Simpson et al.,
2002), proprio a causa delle caratteristiche intrinseche di queste metodiche.
Infatti, a causa della scarsita di informazioni sulle corrette esigenze nutrizionali di
numerosissime specie batteriche e della predominanza in intestino di popolazioni
strettamente anaerobiche, meno del 5% del microbiota intestinale puo essere
coltivato, mentre una frazione ancora piu piccola pud essere identificata e

classificata correttamente (Suchodolski, 2011).

2.1.2 Tecniche molecolari

A causa degli evidenti limiti dei tradizionali metodi di coltura, le tecniche di
biologia molecolare sono diventate il nuovo standard nello studio del microbiota
intestinale. Numerosi “molecular tools” atti a studiare la filogenesi e identificare i
batteri utilizzano come “marker molecolare” il gene 16S rRNA, la cui caratteristica
peculiare risiede nella presenza di regioni a diverso grado di conservazione, ossia:

- regioni conservate universali, che possiedono la stessa sequenza in tutti i batteri;
- regioni semiconservate, possiedono sequenza identica tra batteri dello stesso

taxon;
- regioni variabili, in cui batteri della stessa specie possiedono la medesima
sequenza.

Il rapporto tra regioni conservate e variabili permette di discriminare tra le
differenti specie batteriche, identificarle e assegnarle correttamente a un
determinato gruppo filogenetico (Sekirov et al., 2010).

Tra i molecular tools che sfruttano le caratteristiche intrinseche del gene 16S rRNA
ricordiamo la real time PCR (RT-qPCR), I'ibridazione fluorescente in situ (FISH),
I’elettroforesi su gel in gradiente denaturante (DGGE) e di temperature (TGGE), il
pirosequenziamento 454 (Roche Applied Science, Indianapolis, IN, USA), il
sequenziamento Illumina (Illumina Inc., San Diego, CA, USA) e il metodo Sanger.
Le tecniche di sequenziamento cosiddette “next-generation” (454 pyrosequencing,
Illumina) sfruttano il metodo shotgun, il quale si basa sul clonaggio di frammenti
multipli di piccole dimensioni per poi ricostruire la sequenza di contigui definitiva.
Anche le metodiche molecolari soffrono di alcune limitazioni. Le tecniche di
campionamento, 1'uso di differenti metodiche di estrazione del DNA e l'utilizzo di

diversi primers per PCR (Middelbos et al., 2010; Smith et al., 2011; Suchodolski et
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Il microbiota del cane e del gatto

al., 2009) o sonde per ibridazione fluorescente in situ (Harmsen et al., 2000)
possono aumentare la discrepanza tra risultati in studi diversi (Desai et al., 2009;
Ritchie et al., 2010). Un recente lavoro sulla comparazione di alcune metodiche di
estrazione del DNA da feci ha evidenziato come i metodi di distruzione meccanica
delle cellule batteriche siano piu efficienti in termini di resa rispetto ai
procedimenti che prevedono la sola lisi enzimatica poiché riescono a lisare un
numero maggiore di cellule (Salonen et al., 2010).

Inoltre, € noto come alcuni primers comunemente utilizzati sottostimino la
presenza di alcuni gruppi batterici, in particolare quelli con un alto contenuto in
guanina-citosina (Ritchie et al., 2010; Suchodolski et al., 2008a). Proprio a causa
dell’enorme complessita del microbiota intestinale ancora non € ancora stato
possibile ottimizzare un protocollo universale di estrazione del DNA batterico, cosi
come non esiste una precisa e accurata metodica che consenta di identificare tutti i

microorganismi che albergano nel tratto gastroenterico (Suchodolski, 2011).

2.2 Caratterizzazione del microbiota intestinale

I primi studi volti a caratterizzare le popolazioni residenti nel tratto gastroenterico
del cane e del gatto, condotti esclusivamente mediante approcci coltura-
dipendenti, hanno permesso di stimare il carico microbico totale dei vari
compartimenti enterici. Nello stomaco €& presente una concentrazione di
microorganismi variabile tra 10! e 106 UFC/mL di contenuto gastrico (Benno et al.,
1992), concentrazione che aumenta procedendo in senso cranio-caudale lungo il
tratto gastroenterico e in contemporanea al calo del potenziale ossido-riduttivo.
Nel duodeno del cane sono state rilevate concentrazioni comprese tra 103 e 109
UFC/mL; il gatto sembra invece ospitare una popolazione microbica piu densa
(105-108 UFC/mL) e prevalentemente anaerobica, al contrario di quanto presente
nel cane (German et al., 2003; Johnston et al., 1993). Mentre nel contenuto ileale
sono state osservate concentrazioni batteriche pari a quelle gia rilevate nel
duodeno, la ridotta motilita del grosso intestino, il minor flusso di materiale
rispetto al tenue e l'innalzamento del pH indotto da secrezione di bicarbonati
fanno si che il colon risulti 'ambiente maggiormente popolato, con valori pari a
109-10"* UFC/mL.

Grazie alle ultime tecniche di biologia molecolare € stato possibile identificare in

campioni fecali di cane e gatto centinaia di filotipi precedentemente sconosciuti
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(Handl et al., 2011).

Nel cane, Helicobacter spp. e Lactobacillus spp. risultano i generi piu
rappresentativi del microbiota dello stomaco, mentre il phylum Proteobacteria
rappresenta la quasi totalita dell’ecosistema gastrico, con oltre il 99,6% delle
sequenze identificate (Garcia-Mazcorro et al., 2012).

Attraverso il metodo Sanger, Suchodolski et al. (2008a) hanno identificato nel
colon del cane adulto quattro principali phyla: Firmicutes (47.7% delle sequenze),
Proteobacteria (23.3%), Fusobacteria (16.6%), Bacteroidetes (12.4%). Lo stesso
studio ha messo in evidenza come i compartimenti del tratto intestinale siano
caratterizzati da rapporti diversi tra ordini; in particolare i Clostridiales
predominano nel duodeno (40% delle sequenze) e nel digiuno (39%), rimanendo
comunque piuttosto rappresentativi anche nellileo (25%) e nel colon (26%),
mentre Fusobacteriales e Bacteroidales prevalgono in ileo (33%) e colon (30%). La
famiglia delle Enterobacteriaceae sembra essere piu diffusa nella porzione
dell’intestino tenue rispetto al colon, mentre la presenza di Lactobacillales € stata
accertata lungo tutto il tratto enterico. Secondo Xenoulis et al. (2008), sei phyla
sono stati identificati nel duodeno di cani sani: Firmicutes (47% delle sequenze),
Proteobacteria (27%), Bacteroidetes (11%), Spirochaetes (10%), Fusobacteria (4%)
e Actinobacteria (1%). Piu recentemente, Middelbos et al. (2010) hanno
caratterizzato filogeneticamente il microbiota fecale del cane mediante
pirosequenziamento 454: Fusobacteria (23-40% delle sequenze lette), Firmicutes
(14-28%), Bacteroidetes (31-34%), Actinobacteria (0.8-1.4%) e Proteobacteria (5-
7%). In seguito, mediante sequenziamento shotgun, Swanson et al. (2011) hanno
indagato sul microbiota degli stessi campioni fecali del precedente lavoro di
Middelbos et al. (2010), ottenendo risultati parzialmente discordanti: i phyla
predominanti sono risultati essere Bacteroidetes (37-38%), Firmicutes (31-35%),
Proteobacteria (13-15%), Fusobacteria (7-9%) e Actinobacteria (1%). Oltre alla
caratterizzazione dei phyla batterici, che rappresentano nel complesso il 98% delle
sequenze individuate, € stata determinata anche la presenza di altri
microorganismi quali eucarioti (0.4%), archea (1%) e virus (0.3-0.4%). La
discrepanza tra risultati ottenuti, benché derivanti dall’analisi degli stessi
campioni, € stata attribuita da Swanson et al. (2011) alla diversa metodica

utilizzata e alla differente interpretazione dei risultati.
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Nonostante il microbiota intestinale sia uno dei pitt complessi ecosistemi esistenti,
cane e gatto presentano una bassa variabilita a livello filogenetico: sette generi
batterici (Bacteroides, Clostridium, Lactobacillus, Bifidobacterium,
Fusobacterium, Enterobacteriaceae e Coriobacterium) in cinque phyla
predominanti (Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria, Fusobacteria e
Actinobacteria) tra i 70 ad oggi conosciuti (Marchesi, 2010) sono stati identificati
nel tratto gastroenterico degli animali d’affezione (Deng e Swanson, 2014). A
dispetto di questa bassa variabilita a livello filogenetico, una vastissima mutabilita
ai piu bassi livelli tassonomici € stata descritta tra le due specie e tra soggetti della
stessa specie. Infatti, grazie alle ultime tecniche di identificazione molecolare
(Simpson et al., 2002; Suchodolski et al.,, 2005) €& stato accertato come ogni
soggetto possieda un proprio microbiota esclusivo, la cui specificita € stata
attribuita a caratteristiche intrinseche all’ospite (specie, razza, eta, alimentazione),
all’ambiente circostante e alle diverse metodologie utilizzate per identificare e
quantificare il microbiota (Suchodolski, 2011). Secondo un recente studio di Handl
et al. (2011), il gatto sembra mostrare, rispetto al cane, una maggiore complessita
del microbiota, dato I’alto numero di generi e specie batteriche identificati, ma una
minore variabilita tra individui. E infatti presumibile come la maggiore variabilita
interindividuale del microbioma canino sia una diretta conseguenza
dell’adattamento del microbiota ad una dieta onnivora e quindi pit complessa
rispetto alla dieta strettamente carnivora dei felidi, che mostrano una maggiore
propensione a condividere gli stessi generi batterici.

Mediante I'analisi del gene 16S rRNA, Ritchie et al. (2008) hanno descritto la
vastita della comunita microbica intestinale del gatto, riportando i 5 phyla piu
significativi: Firmicutes (68%), Proteobacteria (14%), Bacteroidetes (10%),
Fusobacteria (5%) e Actinobacteria (4%). La maggior parte delle sequenze
identificate ricade nell’ordine Clostridiales (54%), seguiti da Lactobacillales nel
digiuno e Bacteroidales in ileo e colon. Similmente, mediante pirosequenziamento
Garcia-Mazcorro et al. (2011) hanno identificato Firmicutes (92-95%) e
Actinobacteria (4-7%) come i phyla predominanti del microbiota fecale.
Recentemente, anche Barry et al. (2012) hanno caratterizzato filogeneticamente la
comunita microbica fecale del gatto, riportando pero proporzioni diverse tra phyla.
Nel dettaglio, Firmicutes e risultato meno abbondante, pur rimanendo il phylum

piu rappresentativo (36-50% delle frequenze identificate), cosi come sono state
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identificate un numero maggiore di frequenze attribuibili a Bacteroidetes (24-
36%) e Proteobacteria (11-12%). Un’indagine ai piu bassi livelli tassonomici ¢ stata
condotta da Inness et al. (2007), i quali hanno identificato nelle feci di gatti sani la
presenza di Bacteroides spp., Desulfovibrio spp., Clostridium histolyticum,
bifidobatteri, lattobacilli ed enterococchi.

Secondo quando riportato dai piu recenti studi, il phylum Firmicutes appare essere
il piu rappresentativo del microbiota canino e felino. Questo phylum e
rappresentato principalmente dall’ordine Clostridiales, il quale € suddiviso in
relativi gruppi clostridiali. I cluster XIVa e IV rappresentano circa il 60% di tutti i
Clostridiales (Ritchie et al., 2008; Suchodolski et al., 2008a) e includono alcuni
generi batterici identificati come produttori di acidi grassi volatili, quali ad
esempio Ruminococcus spp., Faecalibacterium spp., Dorea spp. e Turicibacter
spp. (Suchodolski, 2011). E stato osservato come questi gruppi batterici siano
scarsamente rappresentati nel microbiota intestinale di soggetti che soffrono di
enteropatie acute o croniche, a sottolineare I'importanza di alcuni microorganismi
nel mantenimento dello stato di salute dell’ospite (Sokol et al., 2008; Xenoulis et
al., 2008).

La conoscenza della diversita del microbiota intestinale non € sufficiente per una
corretta interpretazione dell’interazione ospite-microbiota: grazie alle nuove
metodiche di sequenziamento del DNA o rRNA, oltre alla caratterizzazione
tassonomica dei microorganismi, € infatti possibile ottenere informazioni sul
microbioma e, conseguentemente, sui suoi aspetti funzionali (Gill et al., 2006). Nel
cane, ’analisi metagenomica del microbioma intestinale (Swanson et al., 2011) ha
permesso di identificare la percentuale di genoma codificante per le diverse
funzioni metaboliche, quali trasporto e metabolismo dei carboidrati (12-13% delle
sequenze), metabolismo proteico (8-9%), metabolismo del DNA (7%), biosintesi
della capsula e della parete cellulare (7-8%), aminoacidi e derivati (7%), virulenza
(6-7%) e produzione di cofattori, vitamine e pigmenti (6%). Analogamente al
lavoro di Swanson et al. ( 2011), anche la capacita funzionale del microbioma fecale
del gatto e stata descritta, suggerendo come, nonostante sia un carnivoro stretto, il
genoma del microbiota intestinale del gatto sia relativamente simile a quello degli
onnivori (Barry et al., 2012). Le principali categorie funzionali identificate sono:
metabolismo dei carboidrati (15% delle sequenze), metabolismo proteico (8%),

aminoacidi e derivati (8%), biosintesi della capsula e della parete cellulare (7%),
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metabolismo del DNA (7%), virulenza (6%) e produzione di cofattori, vitamine e
pigmenti (6%).

Gli studi riguardanti la presenza di Eucarioti nell'intestino degli animali
d’affezione sono piuttosto scarni e poco si conosce sulle caratteristiche di questa
porzione di microbiota, che in due analisi metagenomiche condotte sul cane
(Swanson et al.,, 2011) e sul gatto (Barry et al., 2012), non rappresentano
rispettivamente piu dello 0.01% e 0.31% delle sequenze ottenute del microbiota
fecale totale. La diversita della comunita fungina presenti nelle feci e stata
descritta da Foster et al. (2013), i quali hanno recentemente identificato nel cane 5
phyla fungini, di cui Ascomycota (98% delle sequenze) e Basidiomycota sono
risultati essere i phyla piu rappresentativi, mentre un totale di 219 generi sono stati
identificati nei 19 animali oggetto dello studio, di cui Candida é apparso essere il
pit abbondante. Sempre nel cane, analoghi risultati sono stati osservati da
Swanson et al. (2011) mediante sequenziamento shotgun su campioni fecali e da
Suchodolski et al. (2008b) attraverso 'analisi qPCR di campioni prelevati dal
duodeno.

Gli Archaea, esseri viventi classificati distintamente da eucarioti e batteri e
costituenti un dominio a se stante, sono organismi procarioti anaerobi obbligati.
L’analisi delle sequenze del gene 16S rRNA ottenute da campioni di feci di cane e
gatto ha permesso di identificare i phyla Crenarchaeota e Euryarchaeota
(Suchodolski, 2011; Swanson et al., 2011), anche se le proporzioni di ciascun
phylum rimangono ancora sconosciute.

Secondo quanto riportato dai piu recenti studi, risulta evidente come ai piu alti
livelli tassonomici il microbiota intestinale del cane e del gatto risulti simile a
quello dell'uvomo e del topo, dove in entrambe le specie predominano i phyla
Firmicutes e Bacteroidetes. Tuttavia, la principale differenza osservata risiede
nell’abbondanza del phylum Fusobacteria, il quale spesso costituisce oltre il 10%
delle sequenze identificate nel cane e nel gatto, mentre risulta scarsamente

rappresentato nel microbiota umano (Deng e Swanson, 2014).

2.3 Contributi funzionali del microbiota intestinale

La stretta relazione simbiotica tra microorganismi del tratto gastroenterico e
ospite contribuisce al mantenimento della salute generale dell’ospite, in virtu di

alcuni importanti meccanismi. Il microbiota costituisce parte della barriera

17



Il microbiota del cane e del gatto

intestinale, una struttura atta a difendere 1'ospite dall’invasione dei patogeni. Il
meccanismo di difesa si basa sull’instaurarsi di una competizione diretta tra
microorganismi, attraverso la sottrazione di nutrienti, I’'occupazione preventiva dei
siti di adesione a livello di mucosa e la produzione di sostanze ad azione
antimicrobica (Liévin-Le Moal e Servin, 2006). Al microbiota intestinale sono
state attribuite anche altre funzioni: 1) detossificazione di tossici introdotti con la
dieta o neoformati in seguito all’attivita metabolica dell’ospite o dei
microorganismi stessi (Louis et al., 2014; Tomomatsu, 1994); ii) sottrazione di
ammoniaca e amine, destinate alla sintesi proteica batterica, con conseguente
riduzione dell’assorbimento intestinale degli stessi (Howard et al., 2000); iii)
impatto sullo sviluppo immunologico dell’ospite, attraverso la complessa
interazione tra batteri non patogeni, epitelio e cellule immuni della mucosa (Cerf-
Bensussan e Gaboriau-Routhiau, 2010; Round e Mazmanian, 2009); iv) influenza
sull’assorbimento di minerali e sulla sintesi delle vitamine K, piridossina,
cobalamina, acido pantotenico, niacina, biotina e folati (de LeBlanc et al., 2010;
Kau et al., 2011).

La diversita genica esistente nel microbiota intestinale garantisce la presenza di
numerosi enzimi e pathway biochimici diversi da quelli costitutivi dei mammiferi e
consente il riutilizzo dei nutrienti assunti con la dieta e che giungono indigeriti nel
grosso intestino, con conseguente produzione di un’ampia varieta di cataboliti che
rispecchiano la natura del substrato di partenza e le caratteristiche metaboliche
della microflora residente (Scott et al., 2013). Tra i principali prodotti della
fermentazione rivestono particolare interesse gli acidi grassi volatili, i quali
possono costituire un’importante fonte energetica per 'ospite. Rispetto all'uomo e
ad altre specie di interesse zootecnico, cane e gatto si sono evoluti come specie
carnivore sviluppando un tratto gastroenterico relativamente semplice e, a
differenze delle specie erbivore, non dipendono dal microbiota intestinale per
soddisfare il proprio fabbisogno energetico (Deng e Swanson, 2014). Nonostante
cio, e stato osservato come le fermentazioni batteriche possano coprire una quota
compresa tra il 2 e il 7% del fabbisogno in energia di mantenimento di un cane
adulto (Herschel et al., 1981; Stevens e Hume, 1998). Nel dettaglio, gli acidi grassi
volatili sono utilizzati come substrato energetico dagli epatociti (propionato e
lattato), dai tessuti periferici, nella lipogenesi e nella sintesi del colesterolo

(acetato; Cummings e Englyst, 1987; Montagne et al., 2003; Salonen e de Vos,
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2014). L’acido butirrico, oltre a fungere da fonte energetica per i colonociti, &
coinvolto anche nella regolazione della proliferazione e differenziazione delle
cellule, possiede proprieta antiinfiammatorie e sembra implicato anche nella
riduzione del rischio di tumore al colon (Ferrarelli, 2015; Williams et al., 2003).
Una carenza di butirrato sembra contribuire all’insorgenza di coliti ulcerative e
altre condizioni flogistiche in intestino, fenomeni correlati alla penuria di energia
per i colonociti (Machiels et al., 2014). Inoltre, I'acido butirrico € risultato piu
efficace rispetto ad acetato e propionato nell’aumentare ’assorbimento del sodio a
livello di mucosa, meccanismo grazie al quale 'organismo ¢ in grado di limitare le
perdite di fluidi in seguito a episodi acuti di diarrea (Pieroni e Bass, 2011; Roediger
e Moore, 1981). Agli acidi grassi volatili sono state attribuite anche proprieta
antibatteriche (Knarreborg et al., 2002), grazie alla riduzione del pH del lume
intestinale che, oltre a favorire lo sviluppo di alcune specie microbiche considerate
virtuose, induce uno shift da ammoniaca a ione ammonio, prevenendone cosi

I’assorbimento a livello di mucosa (McQuaid, 2005).
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3 Fattori nutrizionali e microbiota intestinale

La composizione ed il metabolismo del microbiota intestinale sono fortemente
influenzati da una serie di fattori, quali la genetica e lo stato immunitario
dell’'ospite, I'assunzione di antibiotici (Flint et al., 2012; Relman, 2012) e la
composizione della dieta (Duncan et al., 2007; Russell et al., 2011; Walker et al.,
2011).

La dieta in particolare riveste un ruolo fondamentale nel modellare ’ambiente
enterico: qualita e quantita dei macronutrienti (carboidrati, proteine e lipidi),
contenuto e provenienza delle fonti di fibra e l'inclusione di alimenti cosiddetti
“funzionali” (prebiotici o probiotici, antiossidanti, acidi grassi n-3) possono

modulare significativamente il microbiota intestinale (Deng e Swanson, 2014).

3.1 Carboidrati e sostanze ad azione prebiotica

Il principale substrato delle fermentazioni batteriche e rappresentato da
carboidrati non digeribili che raggiungono il colon, quali polisaccaridi di struttura,
amido resistente e alcuni oligosaccaridi non digeribili (Flint et al., 2012). La
disponibilita di carboidrati non digeribili nel grosso intestino € strettamente
correlata al tipo di dieta e alla distanza tra un pasto e I'altro. Le diete commerciali
destinate all’alimentazione degli animali da compagni differiscono per la
composizione in macronutrienti: gli alimenti secchi estrusi contengono elevate
quantita di amido (dal 30 al 60% della sostanza secca), mentre le diete umide, piu
simili ad una dieta di tipo “ancestrale”, sono caratterizzate da un basso contenuto
in amido (<10% della sostanza secca) e un alto contenuto in proteine e grassi (Hill
et al., 2009; Kerr et al., 2013, 2012). E stato osservato come, a concentrazioni
appropriate, i carboidrati non digeribili possano esercitare effetti positivi sulla
salute dell’ospite, promuovendo la peristalsi intestinale e riducendo il rischio di
costipazione (Leib, 2000; Strompfova et al., 2013; Tortola et al., 2009), aiutando a
controllare il peso corporeo, prevenendo le forme diabetiche (Respondek et al.,
2008; Rivellese et al., 1980), migliorando la qualita delle feci, alterando
I’ecosistema microbico intestinale e la concentrazione di cataboliti esitanti dalle
fermentazioni batteriche (Scott et al., 2008). L’inclusione nella dieta di fonti di

fibra dietetica e di sostanze ad azione prebiotica rientra attualmente tra le strategie
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alimentari maggiormente impiegate e documentate per modulare il microbiota

intestinale del cane e del gatto (Hooda et al., 2012).

3.1.1 Amido resistente

Nell'uomo, I'amido resistente € stato definito come quella frazione di amido che
resiste all’azione delle amilasi e non viene idrolizzato in glucosio entro 120 minuti
di permanenza in intestino tenue. Cio € determinato da alcuni fattori intrinseci
quali la materia prima di origine, la struttura e la conformazione dei granuli di
amido, ma anche dai trattamenti termici a cui vengono sottoposte le materie prime
(Fuentes-Zaragoza et al., 2011). Le svariate tipologie di amido resistente che
raggiungono il colon influenzano in diverso modo le popolazioni batteriche
intestinali (Martinez et al., 2010), la cui capacita di utilizzare tale substrato &
condizionata dalle proporzioni di amilosio e amilopectina che compongono la
catena polisaccaridica (Ramsay et al., 2006; Ze et al., 2012). Tra le fonti di amido
resistente che pit comunemente vengono impiegate nella formulazione degli
alimenti per animali da compagnia ricordiamo la patata, il riso, il mais, I'orzo e il

frumento, oltre ad alcuni legumi (Case et al., 2011).

3.1.2 Fibra alimentare

Il termine fibra alimentare e stato coniato per la prima volta da Hipsley (1953), a
indicare i costituenti indigeribili della parete cellulare delle piante, intesi come
cellulosa, emicellulosa e lignina. In realta, gia uno studio del 1929 suddivideva i
carboidrati in disponibili e non disponibili per 'organismo umano, indicando
come disponibili 'amido e gli zuccheri solubili, come indisponibili le emicellulose e
le “fibre” (McCance e Lawrence, 1929, citato da Cummings e Stephen, 2007). Nel
1972 Trowell descrisse la fibra alimentare come il residuo della parete delle cellule
vegetali all’azione degli enzimi digestivi dell'uomo, supponendo una relazione tra
consumo di fibre nella dieta e alcune patologie che caratterizzavano il mondo
occidentale (Trowell, 1972). Lo stesso autore negli anni seguenti completo la
definizione di fibra alimentare aggiungendo al precedente concetto tutti i
polisaccaridi indigeribili quali gomme, mucillagini, cellulosa modificata,
oligosaccaridi e pectine (Trowell et al.,, 1976). Questa definizione, basata su
concetti puramente fisiologici, non esclude quelle componenti che non

necessariamente si trovano nella parete cellulare (Painter e Burkitt, 1971). La
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“American Association of Cereal Chemists” ha definito la fibra alimentare come “la
parte edibile dei vegetali o analoghi carboidrati che sono resistenti alla digestione e
all’assorbimento nell’intestino tenue dell'uomo ma che sono parzialmente o
completamente fermentescibili nel grosso intestino” (Rodriguez et al., 2006). Le
fibre alimentari sono note per influenzare il tempo di transito delle digesta,
mentre gli effetti che potrebbero esercitare sul microbiota intestinale sono ancora

controversi (Scott et al., 2013)

3.1.3 Oligosaccaridi non digeribili

Delzenne e Roberfroid (1994) hanno definito gli oligosaccaridi non digeribili
(NDO) come carboidrati con grado di polimerizzazione compreso fra tre e nove
unita di monosaccaridi che passano indenni il piccolo intestino. Questa
caratteristica, unita alla solubilita in acqua, fanno degli NDO un eccellente
substrato di crescita per le popolazioni batteriche del colon, dove essi agiscono da
prebiotici (Gibson and Roberfroid, 1995; Gibson et al., 1995). Secondo la
definizione proposta da Roberfroid (2007) un prebiotico ¢ un ingrediente che &
fermentato selettivamente e che induce specifici cambiamenti sulla qualita e
attivita della microflora intestinale, promuovendo evidenti benefici nell’ospite.

Perché possa esser definita prebiotico una sostanza deve rispondere a tre requisiti

fondamentali (Gibson et al., 2004; Roberfroid, 2007):

- capacita di resistere all’acidita gastrica, all’attivita di idrolisi da parte degli
enzimi digestivi e all’assorbimento intestinale;

- essere suscettibile all’azione fermentativa della microflora intestinale;

- capacita di stimolare in modo selettivo la crescita e/o l'attivita di specifici

ceppi batterici considerati benefici per la salute dell’ospite.

Gli NDO sono prodotti principalmente attraverso tre vie:

1. Estrazione con acqua calda da fonti naturali quali cicoria, topinambur, carciofo,
banana, grano, soia, da cui si ricavano inulina (Franck, 2002) ed oligosaccaridi
della soia (SOS).

2. Idrolisi enzimatica parziale di oligosaccaridi o polisaccaridi; ad esempio, i
fruttooligosaccaridi (FOS) derivano per idrolisi dell’inulina (Kaur e Gupta, 2002)
mentre gli xilooligosaccaridi (XOS) sono prodotti per azione delle xilanasi su

polimeri dello xilano (Imaizumi et al., 1991).
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3. Sintesi enzimatica da una o piu miscele di oligosaccaridi, ad esempio i FOS
ricavati dal saccarosio (Spiegel et al., 1994) e i GOS (galattooligosaccaridi) prodotti
dal lattosio per azione delle B-galattosidasi (Torres et al., 2010).

Gli oligosaccaridi non digeribili che piu comunemente trovano impiego
nell'industria del pet food sono I'inulina, i mannanooligosaccaridi (MOS) e i FOS

(Verdonk et al., 2007).

3.2 Effetti delle sostanze prebiotiche sull’ospite

3.2.1 Effetti sulla composizione del microbiota intestinale

Gli effetti dell’inclusione nella dieta di specifici substrati prebiotici sulla microflora
intestinale del cane e del gatto sono stati studiati da numerosi autori, ottenendo
talvolta risultati discordanti. Ad esempio, in uno studio condotto su cani adulti e
stato osservato come la somministrazione di crescenti dosi di oligofruttosio (3, 6 e
9 g/kg di dieta) abbia indotto un aumento della popolazione aerobica e una
riduzione delle conte di C. perfringens, senza tuttavia influenzare le popolazioni
fecali di lattobacilli e bifidobatteri (Flickinger et al., 2003a). Quest’ultimo risultato
e stato osservato anche da Swanson et al. (2002b) in cani adulti riceventi FOS (2
g/d). In un altro studio, Howard et al. (2000) hanno descritto 'aumento della
popolazione aerobica nella porzione distale del colon di cani adulti riceventi FOS
(15 g/kg di dieta) rispetto a quelli riceventi una dieta integrata con cellulosa (60
g/kg). Un incremento delle conte fecali di bifidobatteri e stato osservato in cani
riceventi cicoria (10 g/kg di dieta) o MOS (10 g/kg di dieta); inoltre, I'inclusione di
MOS ha determinato una riduzione delle conte fecali di E. coli (Grieshop et al.,
2004). Contrariamente a quando osservato nello studio di Grieshop et al. (2004),
le concentrazioni fecali di bifidobatteri non sembrano risentire dell'inclusione di
FOS, MOS o XOS nella dieta di cani adulti, mentre é stata osservata una riduzione
delle conte di C. perfringens conseguentemente all'uso dei suddetti supplementi
(Strickling et al., 2000). Nonostante i MOS vengano spesso descritti come
oligosaccaridi non digeribili con proprieta prebiotiche, essi in realta non vengono
fermentati dalla flora microbica considerata benefica; tuttavia, essi agiscono da
stimolatori del sistema immunitario, legando e allontanando specie patogene dal
tratto gastroenterico (Spring et al., 2000). Quest’ultima osservazione € stata
riportata anche da Middelbos et al. (2007), i quali hanno osservato una tendenza

alla riduzione delle conte di E. coli in cani riceventi una combinazione di FOS e
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MOS, ipotizzando la capacita dei MOS di legarsi alle fimbrie di alcune specie
patogene e prevenendone in questo modo la colonizzazione. Mentre nello studio
di Barry et al. (2009) non sono state osservate modificazioni sul microbiota fecale
di cani adulti in seguito alla supplementazione della dieta con FOS e inulina,
Vanhoutte et al. (2005) hanno evidenziato gli effetti positivi di oligofruttosio e
inulina sulle conte di streptococchi fecali.

In uno studio di Biagi et al. (2010a), numerose fonti di fibra e sostanze prebiotiche
sono state testate, sia in vitro che in vivo, sul cane. Tra le sostanze testate in vitro,
FOS, inulina, lattitolo, fibre di psyllium e pectine da agrumi e mela sono risultate
rapidamente utilizzabili dal microbiota fecale, suscitando una riduzione del pH
degli inoculi fecali. Inoltre, il lattitolo ha mostrato un evidente effetto positivo
riducendo, in vivo, le concentrazioni fecali di coliformi e C. perfringens.

Le polpe di bietola, una fonte di fibre comunemente impiegata nel pet food,
sembrano indurre modificazioni negative sul microbiota fecale del cane,
incrementando il numero di sequenze di Firmicutes (in cui rientrano i clostridi) e
riducendo il numero di sequenze di Actinobacteria, il cui phylum include il genere
Bifidobacterium (Middelbos et al., 2010). Anche nel gia citato studio di Biagi et al.
(2010a) sono stati osservati, in vitro, gli effetti negativi dovuti all'inclusione di
polpe di bietola, quali I'incremento di pH e di coliformi negli inoculi fecali.

Anche il sequenziamento shotgun eseguito su gli stessi campioni ottenuti dal
lavoro di Middelbos et al. (2010) ha evidenziato 'aumento del phylum Firmicutes,
oltre che del gruppo Bacteroidetes/Chlorobi; peraltro, I’analisi metagenomica delle
sequenze non ha mostrato nessuna variazione significativa tra le principali
categorie funzionali (Swanson et al., 2011).

Nel gatto, gli effetti dell’aggiunta nella dieta di FOS (4%) o pectina (4%) rispetto a
una dieta contenente il 4% di cellulosa sono stati valutati mediante qPCR (Barry et
al., 2010), facendo emergere il ruolo positivo dei FOS nell'incrementare le
concentrazioni di Bifidobacterium spp. e ridurre quelle di E. coli. Tuttavia, nei
gatti riceventi l'integrazione con pectina e stato osservato un aumento delle
concentrazioni di Lactobacillus spp. ma anche di batteri potenzialmente patogeni
quali C. perfringens ed E. coli. Questi risultati sono in contrasto con quanto
osservato da Pinna et al. (2014), dove 'aggiunta di pectina da agrumi ha indotto, in
vitro, un calo delle concentrazioni di enterobatteriacee. Sempre nel gatto,

I'integrazione della dieta con FOS ha provocato un incremento delle popolazioni
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fecali di Lactobacillus spp. e Bacteroides spp. e una tendenza alla riduzione delle
conte di E. coli e C. perfringens (Sparkes et al., 1998b), mentre in una precedente
prova (Sparkes et al., 1998a) condotta su gatti riceventi FOS (0.75%) non sono
state osservate differenze tra le popolazioni batteriche residenti nel duodeno,
presumibilmente a causa della bassa percentuale di inclusione di
fruttooligosaccaridi nella dieta. Secondo Kanakupt et al. (2011), 'uso dei GOS
(0.5%) o la loro associazione con FOS (0.5% GOS + 0.5% FOS) €& risultato
maggiormente efficace nel determinare un aumento delle conte fecali di
Bifidobacterium spp. rispetto alla sola inclusione nella dieta di FOS, mentre
nessuno dei trattamenti ha sortito alcun effetto sulle popolazioni di Lactobacillus
spp., C. perfringens ed E. coli.

Mediante sequenziamento shotgun & stato possibile effettuare I’analisi
metagenomica su campioni fecali di gatti riceventi diete simili a quelle gia
impiegate nel precedente studio di Barry et al. (2010) (Barry et al., 2012). 1l
numero di sequenze relative al phylum Actinobacteria € risultato piu alto in
seguito alla supplementazione con FOS, mentre I’aggiunta di pectina ha indotto un
aumento proporzionale dei Firmicutes e dei batteri totali. L’analisi metagenomica
ha inoltre evidenziato come i FOS incrementino il numero di sequenze geniche
dedicate al metabolismo aminoacidico, mentre il consumo della dieta addizionata
di pectina € stato correlato ad un aumento dei geni implicati nel metabolismo
dell’azoto.

Osservando i dati riportati dai succitati studi, nonostante alcune discrepanze, I'uso
delle sostanze prebiotiche rappresenta un’efficace strategia nutrizionale utile a
modificare I’habitat gastroenterico, riducendo le popolazioni potenzialmente
patogene e incrementando le concentrazioni di batteri considerati virtuosi. Inoltre,
tra tutti i supplementi testati, oligofruttosio e fruttooligosaccaridi quando usati in
concentrazioni superiori 10 g/kg di dieta, sembrano essere le sostanze piu indicate

nel modulare positivamente il microbiota intestinale del cane e del gatto.

3.2.2 Influenza sulla produzione di acidi grassi volatili

Gli acidi grassi volatili sono i principali prodotti derivanti dalla fermentazione dei
carboidrati: molteplici studi riguardanti numerose specie animali hanno infatti
riportato aumentate concentrazioni di questi cataboliti nelle digesta in seguito

all’assunzione di diete contenenti sostanze ad azione prebiotica (Aumiller et al.,
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2015; Kellow et al., 2014; Pinna e Biagi, 2014; Rochus et al., 2014). E stato
osservato come la concentrazione di questi metaboliti vari lungo il tratto enterico
(Stevens e Hume, 1998) e come, a causa del rapido assorbimento da parte della
mucosa intestinale, solamente il 5% degli AGV derivanti dalle fermentazioni
batteriche possa essere rilevato nelle feci (Topping e Clifton, 2001); cio potrebbe
spiegare le differenze che spesso si osservano tra studi in vivo e studi che si
avvalgono di modelli in vitro.

Nello studio in vitro condotto da Biagi et al. (2010a) ¢ stato osservato come alcune
sostanze prebiotiche possano influenzare il metabolismo della microflora canina,
incrementando la concentrazione di AGV totali negli inoculi fecali (lattitolo, +18%;
inulina da cicoria, +17%; pectina da mela, +15%; fibra di psyllium, +21%; gomma
di guar, +69%). Risultati simili sono stati osservati in cani riceventi oligofruttosio
(Flickinger et al., 2003a), inulina o oligofruttosio (Propst et al., 2003) e
polidestrosio (Beloshapka et al., 2012b). In cani riceventi dosi crescenti di FOS ¢
stata osservata una riduzione del pH fecale conseguente all’aumentata produzione
di acido lattico (Twomey et al., 2003); € stato altresi riportato come il consumo di
FOS determini un incremento delle concentrazioni fecali di acido propionico
(Flickinger et al., 2003a; Swanson et al., 2002b), metabolita derivante dall’utilizzo
a fini energetici del lattato, sia negli animali monogastrici (Duncan et al., 2004;
Ushida et al., 2002) che nei ruminanti (McSweeney et al., 1994).

Nonostante il colon piuttosto breve e la mancanza di un cieco funzionale
conseguente all’adattamento evolutivo ad una dieta strettamente carnivora, anche
nel tratto enterico del gatto sono stati osservati fenomeni fermentativi microbici
non trascurabili (Brosey et al., 2000). Il microbiota del gatto ¢ infatti in grado di
utilizzare a fini energetici una larga varieta di substrati fibrosi vegetali e
oligosaccaridi (Biagi et al., 2013; de Godoy et al., 2013; Pinna et al., 2014; Sunvold
et al., 1995a, 1995b), la cui fermentazione nel colon esita nella produzione di acidi
grassi volatili in concentrazioni paragonabili a quelle riscontrate nei prestomaci
dei ruminanti e nel colon di altre specie monogastriche, mentre le concentrazioni
osservate nel piccolo intestino sono risultate essere maggiori rispetto ai valori
riportati per altre specie animali (Brosey et al., 2000).

Nel gatto, secondo quanto riferito da Barry et al. (2010), I'assunzione di pectina
determina 'incremento delle concentrazioni fecali di acido propionico e butirrico,

mentre la somministrazione di fruttooligosaccaridi esita in una maggiore
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produzione di butirrato. Nell'uomo, il principale metabolita derivante
dall’utilizzazione delle pectine € l'acetato (84% degli AGV totali) a cui segue il
propionato (14% degli AGV totali; Englyst, 1987). Secondo gli Autori (Barry et al.,
2010), le elevate concentrazione di acido propionico e butirrico riscontrate
potrebbero essere attribuibili ad un incremento della quota di amido che raggiunge
cieco e colon, la cui fermentazione origina principalmente acido acetico (50% degli
AGV totali) ma anche propionato e butirrato (rispettivamente 22 e 29% degli AGV
totali; Englyst, 1987). E noto infatti come le pectine, in virti1 della loro capacita di
formare gel, incrementino la viscosita nel lume intestinale riducendo la
digeribilita del’amido e aumentandone, di conseguenza, la quota indigerita che
raggiunge il grosso intestino (Zacharias et al., 2004).

Le aumentate concentrazioni di butirrato osservate nei gatti riceventi FOS da
Barry et al. (2010) rispecchiano quanto riportato in vitro da Pinna et al. (2014) e,
in vivo, in gatti riceventi oligofruttosio o inulina (rispettivamente 3 e 6% della
dieta; Hesta et al., 2001.) 0 una combinazione di GOS e FOS (Kanakupt et al.,
2011). Curiosamente, in nessuno degli studi sul gatto sopra citati I'uso dei FOS ha
determinato alcun incremento nelle concentrazioni fecali di acido propionico. Nel
cane, al contrario, € stato osservato come l'integrazione della dieta con FOS esiti in
un’aumentata produzione non solo di butirrato (Propst et al., 2003; Swanson et
al., 2002a) ma anche di propionato, sia in vitro (Biagi et al., 2010a) che in vivo

(Flickinger et al., 2003a; Swanson et al., 2002c).

3.3 Le proteine nell’alimentazione del cane e del gatto

Le proteine costituiscono elementi chiave nell’alimentazione degli animali da
compagnia, poiché forniscono all’animale un fondamentale apporto di aminoacidi
essenziali e non che vengono utilizzati principalmente per la costruzione del
tessuto muscolare e per soddisfare le funzioni metaboliche dell’organismo (Dust et
al., 2005). Inoltre, le proteine rappresentano la principale fonte di azoto, utilizzato
per la sintesi endogena degli aminoacidi non essenziali e di altre molecole quali
acidi nucleici, purine e pirimidine (Case et al., 2011).

Le fonti proteiche impiegate nell’alimentazione degli animali da compagnia sono
costituite da sottoprodotti di diversa origine: principalmente sono di derivazione
animale, ma anche vegetale o la combinazione di fonti animali e vegetali (Case et

al., 2011). Tra le fonti di origine animale vengono comunemente impiegate farine
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di carne, di ossa, di pollame e di pesce, ma anche uova disidratate (Cramer et al.,
2007). Le farine di glutine di mais, di erba medica, di soia, di semi di lino e germe
di grano rientrano tra le fonti proteiche comunemente impiegate nell’industria del
pet food (Case et al., 2011; Zentek e Mischke, 1997).

Fonti proteiche di bassa qualita sono correlate a una minor digeribilita intestinale,
a causa dell’elevata quantita di collagene nelle materie prime impiegate o dei
trattamenti termici cui vanno incontro nell'industria mangimistica (Zentek et al.,
2003).

I trattamenti termici a cui vengono sottoposti i sottoprodotti della lavorazione
delle carni e la presenza di elevate quantita di ceneri sono spesso responsabili di
un peggioramento della digeribilita della matrice proteica (Cramer et al., 2007;
Johnson e Parsons, 1997). Quando le fonti proteiche vengono trattate con il calore
oppure sottoposte ad elevate pressione di vapore, gli aminoacidi possono essere
distrutti o alterati al punto da divenire inutilizzabili dal’animale (Wang e Parsons,
1998). La lisina e la metionina sono gli aminoacidi piu suscettibili all’azione
termica, cosl come treonina, leucina, valina e fenilalanina. Johnson e Parsons
(1997) hanno evidenziato come gli aminoacidi presenti in farine di carne
diminuissero in seguito a trattamenti termici, portandosi dall’'85% al 35% in

seguito ad un innalzamento di temperatura da 125 a 150 °C.

3.4 Le fermentazioni proteiche del microbiota intestinale

I carboidrati rappresentano la fonte energetica d’elezione per le fermentazioni
batteriche ma, qualora questi si esauriscano o siano scarsamente disponibili, i
microorganismi intestinali possono utilizzare come fonte di carbonio alternativa le
proteine indigerite introdotte con la dieta e le proteine di origine endogena, quali
mucine, enzimi pancreatici, cellule di sfaldamento dell’epitelio e cellule batteriche
lisate (Cummings e Macfarlane, 1991; Davila et al., 2013; Gibson et al., 1996; Nery
et al., 2012; Scott et al., 2013).

La fermentazione nel grosso intestino delle matrici proteiche, a causa della minor
produzione di AGV che ne deriva, forniscono all’ospite una quota energetica
inferiore rispetto alla fermentazione dei carboidrati (Macfarlane et al., 1992).

La capacita di fermentare peptidi e aminoacidi ¢ propria di numerosi gruppi
batterici proteolitici, ma anche di alcuni gruppi saccarolitici (Davila et al., 2013).

Tra i gruppi proteolitici pit frequentemente isolati riconosciamo Bacteroides,
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Fusobacterium, Clostridium, Streptococcus, Lactobacillus, Propionibacterium,
Actinomyces, Peptococcus, Ruminococcus ed Enterobacteriaceae (Dai et al., 2011;
Smith e Macfarlane, 1996a). Nonostante la digestione e I’assorbimento delle
proteine alimentari possano essere considerati dei processi biologici efficienti
(Baglieri et al., 2007; Bos et al., 2005; Gaudichon et al., 1999; Gausseres et al.,
1996; Mariotti et al., 2001), sensibili quantita di sostanze azotate possono
raggiungere il grosso intestino. E stato osservato come nel colon del cane giungano
ogni giorno da 218 a 650 g di proteine per kg di sostanza secca di contenuto
luminale (Zentek, 1995a). La quantita € correlata alla digeribilita (Wiernusz et al.,
1995) e alla percentuale di inclusione della matrice proteica nella dieta (Yamka et
al., 2003), oltre che all’assunzione di sostanza secca (Hussein e Sunvold, 2000). Il
grosso intestino ¢ il principale sito attivo delle fermentazioni proteolitiche mediate
dal microbiota. E stato dimostrato come le proteasi siano piu attive in ambiente
neutro o leggermente alcalino (Macfarlane et al., 1988): questo, in combinazione
con una minor velocita di transito delle ingesta e una scarsa disponibilita di
carboidrati, puo spiegare come l'attivita proteolitica sia massima nella porzione
distale del colon rispetto al tratto prossimale, il quale presenta un pH luminale piu
basso (Cummings e Macfarlane, 1991). Le fermentazioni putrefattive che hanno
luogo nel colon portano all’accumulo di numerosi cataboliti quali ammoniaca,
amine biogene, fenolo, indolo e solfiti, acidi grassi ramificati e acidi grassi a corta
catena, gas (H., CO., CH,) e alcuni prodotti intermedi quali lattato e succinato
(Cummings e Macfarlane, 1991; Hughes et al., 2000). Mentre gli acidi grassi
volatili a corta catena rappresentano un’importante fonte di energia per la mucosa
intestinale, agli altri composti sono state riconosciute proprieta tossiche e
cancerogene ai danni dei colonociti e, conseguentemente, dell’ospite (Davila et al.,
2013; Hussein et al., 1999; Macfarlane et al., 1988; Mouillé et al., 2004; Nyangale

et al., 2012; Salonen e de Vos, 2014).

3.4.1 I cataboliti di origine proteolitica

L’ammoniaca €& un catabolita tossico prodotto dalla deaminazione microbica degli
aminoacidi oppure per idrolisi dell'urea da parte di ureasi batteriche (Warren e
Newton, 1959). Quantitativi cospicui di ammoniaca vengono rapidamente assorbiti
dalla mucosa e immessi nel sangue dove, tramite la vena porta, giungono al fegato

per essere convertiti in urea ed in seguito eliminati con le urine (Summerskill e
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Wolpert, 1970). Nell'uomo e nel ratto elevate concentrazioni di ammoniaca sono
state correlate all'insorgenza dell’encefalopatia epatica, alla patogenesi del tumore
al colon, delle coliti e all'ipersensibilita del colon (Bajka et al., 2008; Hughes et al.,
2000; Royall et al., 1990; Vipperla e O’Keefe, 2012). Inoltre, ’ossidazione degli
acidi grassi volatili a livello dei colonociti sembra essere inibita in presenza di alti
livelli di ammoniaca (Cremin et al., 2003; Darcy-Vrillon et al., 1996). Alcuni Autori
hanno osservato qualora I’energia apportata dai carboidrati indigeribili assunti con
la dieta risulti essere appropriata, il microbiota intestinale puo utilizzare lo ione
ammonio quale fonte di azoto per la costruzione di proteine batteriche, riducendo
la presenza di ammoniaca libera nel lume intestinale e limitandone l’azione
tossica (Bernalier-Donadille, 2010; Mosenthin et al., 1992). Alte concentrazioni di
ammoniaca sono state inoltre correlate ad una diminuzione dell’altezza dei villi
intestinali nel suino (Nousiainen, 1991) e ad un non corretto sviluppo della mucosa
del grosso intestino nell'uomo (Visek, 1984). Secondo Toden et al. (2006, 2005),
alti livelli di proteina nella dieta sono legati allo sviluppo di una mucosa del colon
anormalmente sottile e con un ridotto effetto barriera, caratteristico degli animali
affetti da IBD.

Il solfuro di idrogeno (H.S) € un metabolita derivato dalla riduzione degli
aminoacidi solforati (cisteina, cistina, metionina e taurina) ad opera di specifici
enzimi prodotti dai batteri solfato-riduttori Desulfovibrio spp. e Desulfomonas
spp. che coabitano il grosso intestino (Awano et al., 2005; Smith e Macfarlane,
1997a). Anche altri gruppi batterici quali enterococchi, enterobatteriacee,
peptostreptococchi, fusobatteri ed eubatteri sono stati identificati come capaci di
fermentare gli aminoacidi solforati (Smith e Macfarlane, 1997a). La presenza di
eccessive concentrazioni di H.S nell'uomo é stata associata a mutazioni del DNA
genomico (Attene-Ramos et al., 2010, 2007) e all'insorgenza di stati infiammatori
dovuti ad un’alterazione dell’effetto barriera dei colonociti (Pitcher e Cummings,
1996). Le proprieta lipofile del solfuro di idrogeno ne permettono
lattraversamento delle membrane biologiche (Reiffenstein et al., 1992) e la
conseguente inibizione dell’attivita catalitica della citocromo-c ossidasi (Hill et al.,
1984) influendo negativamente, al pari dellammoniaca, sull’utilizzazione
dell’energia da parte dei colonociti (Leschelle et al., 2005).

Le poliamine sono composti organici di fondamentale importanza poiché implicate

nella proliferazione e differenziazione cellulare (Heby, 1981). Sono prodotte in

30



Fattori nutrizionali e microbiota intestinale

basse concentrazioni durante la normale attivita dei colonociti a partire da
differenti aminoacidi precursori (Elitsur et al., 1993; Mouillé et al., 1999). Al
contrario, un’elevata capacita di sintesi di poliamine caratterizza le cellule
neoplastiche del colon, causa la necessita di un continuo turnover cellulare
(Blachier et al., 1995).

Alcuni gruppi batterici quali Bifidobacterium, Lactobacillus, Veillonella,
Bacteroides,  Prevotella, = Porphyromonas, Clostridium, Eubacterium,
Ruminococcus e Butyvibrio appaiono coinvolti nella produzione di una grande
varieta di amine a partire dalla decarbossilazione di aminoacidi e peptidi (Allison e
Macfarlane, 1989; Hanfrey et al., 2011; Matsumoto e Benno, 2007; Smith e
Macfarlane, 1996b). In base al numero di gruppi aminici questi composti si
differenziano in monoamine (tiramina e dimetilamina) e in poliamine (cadaverina,
agmatina, istamina, spermidina, putrescina e spermina). Pur possedendo
importanti ruoli biologici, eccessivi livelli di poliamine possono determinare effetti
tossici sulla mucosa intestinale (Morris, 1991). Inoltre, alcuni pathways catabolici
delle poliamine possono portare alla produzione di ammoniaca, acroleina,
nitrosammina e perossido di idrogeno, riconosciute come sostanze potenzialmente
mutagene e cancerogene nell'uomo (Di Martino et al., 2013; Pegg, 2013; Scott et
al., 2013).

La degradazione batterica degli aminoacidi aromatici conduce alla produzione di
composti fenolici ed indolici, i quali sembrano agire come sostanze cancerogene
(Nowak e Libudzisz, 2006). Dal catabolismo della tirosina hanno origine fenolo, p-
cresolo e 4-etilfenolo, mentre composti simili hanno origine dalla degradazione
della fenilalanina (fenil-piruvato, fenil-acetato, fenil-lattato e fenil-propionato);
indolo e scatolo derivano invece dalla fermentazione del triptofano (Smith e
Macfarlane, 1997b; Windey et al., 2012). I composti fenolici e indolici derivano
esclusivamente dal metabolismo del microbiota intestinale e possono essere
utilizzati come marker per stimare l'entita delle fermentazioni proteolitiche nel
colon (Geypens et al., 1997).

Nonostante gli acidi grassi volatili a corta catena derivino principalmente dalla
fermentazione dei carboidrati (Laparra e Sanz, 2010), una quota sensibile di questi
ha origine dalla degradazione della quota proteica indigerita (Mortensen et al.,
1990). E stato osservato come numerosi aminoacidi fungano da precursori per la

sintesi di acidi grassi volatili: ’'acetato viene prodotto a partire dalla fermentazione
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batterica della glicina, treonina, alanina, glutammato, lisina e aspartato (Barker,
1981; Elsden e Hilton, 1978). Il butirrato ha origine dagli aminoacidi glutammato e
lisina (Macfarlane e Cummings, 1991), mentre il propionato puo essere sintetizzato
a partire da alanina e treonina (Macfarlane e Gibson, 1995). Gli acidi grassi a
catena ramificata (isobutirrato, 2-metilbutirrato e acido isovalerico) originano
rispettivamente dalla degradazione da parte del microbiota degli aminoacidi
valina, isoleucina e leucina (Macfarlane e Cummings, 1991) e rappresentano una
piccola percentuale di tutti gli acidi grassi volatili presenti nel contenuto luminale
del colon (Mortensen e Clausen, 1996). Al pari dei composti fenolici ed indolici
vengono prodotti esclusivamente a partire dal catabolismo microbico delle
proteine (Nordgaard et al., 1995; Rasmussen et al., 1988). Al contrario degli acidi
grassi volatili, il cui significato biologico e ben noto, poco si conosce sul ruolo che
gli acidi grassi a catena ramificata esplicano sul metabolismo dei colonociti
(Charney et al., 1999; Dagher et al., 1996; Diener et al., 1993; Musch et al., 2001;

Zaharia et al., 2001).
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4 Scopo della ricerca

Gli obiettivi del presente lavoro sono stati:

- valutare in vitro gli effetti sulla composizione ed il metabolismo della
microflora fecale del gatto di una dieta a basso tenore proteico e di una dieta
ad alto tenore proteico e bassa digeribilita, in combinazione con alcune
sostanze prebiotiche.

- verificare in vitro gli effetti sul microbiota intestinale del cane di diete a
diverso tenore proteico e contenenti proteine a diversa digeribilita in
presenza o meno di fruttooligosaccaridi.

- verificare gli effetti sul microbiota intestinale del cane di diete a diverso
tenore proteico e contenenti proteine a diversa digeribilita in presenza o
meno di fruttooligosaccaridi.

- valutare in vitro degli effetti di un estratto a base di tannini e Yucca
schidigera sul microbiota intestinale del gatto.

- determinare gli effetti di dosi crescenti di lattosio sul benessere intestinale

del cane adulto.
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5 Impatto di diversi quantitativi di proteina e
di alcune sostanze prebiotiche sul microbiota

fecale del gatto

5.1 Materiali e metodi

Quattro gatti adulti (femmine di razza europea; peso corporeo medio 4 kg; eta
media 5 anni) di proprieta di privati e viventi confinati in appartamento sono stati
alimentati per 4 settimane con una dieta secca commerciale per gatti adulti (COOP
Italia, Bologna, Italy), formulata con i seguenti ingredienti: cereali, carne e
sottoprodotti della carne, sottoprodotti di origine vegetale, pesci e sottoprodotti
dei pesci, estratti di proteine vegetali, olii e grassi, minerali e vegetali.

Le feci dei gatti sono state raccolte immediatamente dopo I’escrezione, mescolate
tra loro e diluite 1:10 p/v in Wilkins Chalgren Anaerobe Broth (WCAB 0.5x; Oxoid,
Basingstoke, UK). L’inoculo fecale cosi ottenuto € stato ulteriormente diluito in
terreno di arricchimento (100 ml/L), secondo quanto proposto da Sunvold et al.
(1995b; tabella 1) e dispensato in 5 boccette da 30 mL per ciascun trattamento.
Ciascuna boccetta conteneva il residuo indigerito della stessa dieta
precedentemente somministrata ai gatti donatori, sottoposta a digestione in vitro
secondo la metodica proposta da Vervaeke et al. (1989) e modificata (2 h di
incubazione con HCI, pepsina e lipasi gastrica seguita da 4 h di incubazione con
pancreatina e sali biliari) come descritto da Biagi et al. (2010a). La composizione
della dieta somministrata agli animali e del suo residuo indigerito € riportata nella

tabella 2.
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Tabella 1 - Composizione del terreno di arricchimento usato nella
presente prova (Sunvold et al., 1995b, modificato)

‘Componente ~ Concentrazione
ml/L
Soluzione A® 330.0
Soluzione B(® 330.0
Soluzione oligoelementi(3) 10.0
Soluzione vitamine idrosolubili® 20.0
Soluzione folati e biotina® 5.0
Soluzione riboflavina(®) 5.0
Soluzione emina(? 2.5
Acqua deionizzata 302.5
g/L
Estratto di lievito 0.5
Triptone 0.5
Cisteina HCI H.O 0.5
Na.CO; 4.0

@ Composizione g/L: NaCl, 5.4; KH2PO4 2.7; CaCl2 H20 0.16; MgCl2 6H20, 0.12; MnCl2 4H20,

0.06; CoCl2 6H20, 0.06; (NH4)2S04, 5.4.

(2) Composizione g/L: K2HPO4, 2,7.

® Composizione mg/L: EDTA (sale disodico), 500; FeSO4 7H20, 200; ZnSO4 7 H20, 10; MnCl2 4
H20, 3; H3PO4, 30; CoCl2 6H20, 20; CuCl2 2H20, 1; NiCl2 6H20, 2; Na2Mo0O4 2H20, 3.

@ Composizione mg/L: tiamina HCI, 100; acido d-pantotenico, 100; niacina, 100; piridossina, 100;
acido p-amminobenzoico, 5; vitamina B12, 0,25.

6) Composizione mg/L: acido folico, 10; biotina, 2; NH4HCO3, 100.

(6) Composizione: riboflavina 10 mg/L in una soluzione 5 mmol/L di HEPES (acido 4-2-idrossietil-
1-piperazinil-etansolfonico).

) Emina, 500 mg/L in una soluzione 10 mmol/L di NaOH.
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Due prove in vitro sono state condotte. Nel primo studio preliminare, gli effetti di
7 trattamenti sono stati valutati: 1) dieta di controllo (CTRL) senza nessuna
aggiunta di sostanze prebiotiche; 2) acido gluconico (GA; sale sodico dell’acido
gluconico, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA); 3) fibra di carota (CF; 140 g/kg di
fibra solubile e 780 g/kg di fibra insolubile, Chimab Food Ingredients, Padova,
Italia); 4) FOS (inulina da cicoria parzialmente idrolizzata, grado di
polimerizzazione compreso tra 3 e 7, Beneo P95, BENEO-Orafti, Oreye, Belgio); 5)
GOS (Vivinal GOS 10, ottenuto da siero di latte, contenente 29% GOS e 36%
lattosio, Friesland Foods Domo, Zwolle, Paesi Bassi); 6) Lattitolo (LAC; Fluka
Analytical, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA); 7) pectina da agrumi (PEC; Pectin
Classic CU201, grado di esterificazione compreso tra 70 e 74%, Herbstreith & Fox
KG, Neuenbiirg/Wiirtt, Germania). I substrati prebiotici ed il residuo indigerito
della dieta sono stati aggiunti all'inoculo fecale ad una concentrazione finale
rispettivamente di 2 g/L e di 20 g/L. La scelta di queste concentrazioni rispecchia
lammontare di oligosaccaridi che dovrebbero raggiungere il grosso intestino
qualora il soggetto assuma una dieta commerciale secca per gatti addizionata di
sostanze prebiotiche in ragione di 10 g/kg. Infatti, se consideriamo il coefficiente di
digeribilita di un alimento super premium pari a 0.9 e assumendo che tutto il
supplemento prebiotico raggiunga il colon, il rapporto tra la quota indigerita della
dieta e il prebiotico nel grosso intestino sara approssimativamente 10:1.

Per la seconda prova in vitro, FOS e LAC sono stati selezionati per essere testati in
presenza di due diversi livelli proteici. Gli effetti di 6 trattamenti sono stati
valutati: 1) dieta di controllo (CTRL) a basso titolo proteico (LP) e senza aggiunta
di prebiotici (CTRL-LP); 2) dieta di controllo (CTRL) ad alto titolo proteico (HP) e
senza aggiunta di prebiotici (CTRL-HP); 3) dieta LP + FOS; 4) dieta LP + LAC; 5)
dieta HP + FOS; 6) dieta HP + LAC. Sia FOS che LAC sono stati aggiunti
all'inoculo fecale in ragione di 2 g/L. Il trattamento CTRL-LP equivale alla frazione
indigerita precedentemente utilizzata nella prima prova in vitro (CTRL), mentre il
trattamento CTRL-HP e stato ottenuto mescolando in rapporto 1:1 la dieta estrusa
precedentemente somministrata ai gatti donatori con una farina di carne di suino e
bovino. Questo composto € stato successivamente sottoposto a digestione in vitro
mediante la metodica precedentemente descritta. La composizione della farina di
carne di suino e bovino, della dieta CTRL-HP e del suo residuo indigerito e

riportata nella tabella 2.
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I trattamenti CTRL-LP e CTRL-HP sono stati addizionati all'inoculo fecale in
modo da raggiungere una concentrazione finale rispettivamente di 20 g/L e di 40
g/L. 1 differenti quantitativi di dieta LP e HP aggiunti all'inoculo intendono
rispecchiare il quantitativo di dieta indigerita che potrebbe raggiungere il grosso
intestino del gatto, qualora il soggetto venga alimentato con la dieta CTRL-LP
(digeribilita in vitro del 76.4%) o con la dieta CTRL-HP (digeribilita in vitro del
53.5%).

Inoltre, per ciascuno studio, 5 ulteriori bottiglie sono state allestite quale controllo
negativo, contenenti il solo inoculo fecale e senza I’aggiunta di alcun substrato
sperimentale o di frazione indigerita della dieta. Il pH degli inoculi fecali ¢ stato
regolato a 6.7; le bottiglie sono state quindi sigillate ermeticamente e poste a
incubare in atmosfera controllata (85% N, 10% CO. e 5% H.) per 24 h a 39 °C
allinterno di una camera anaerobica (Anaerobic System; Forma Scientific Co.,
Marietta, OH, USA). Campioni di liquido di fermentazione sono stati raccolti da
ciascuna bottiglia a 6 e 24 h, immediatamente congelati a -80 °C e destinati alle
successive analisi per la determinazione del pH, dell’lammoniaca, delle amine
biogene e per la conta delle popolazioni batteriche. I campioni raccolti a 24 h sono
stati destinati anche all’analisi gascromatografica per la determinazione degli acidi

grassi volatili.
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Tabella 2- Composizione chimica delle diete, della farina di carne e delle relative frazioni indigerite?

% sulla S.S.
S.S., % Proteina grezza Grassi grezzi Ceneri grezze Fibra grezza Amido

Trattamenti

Dieta CTRL 93.7 20.5 10.0 10.4 3.53 42.4

Dieta CTRL-HP 06.5 46.0 9.80 17.2 - 21.2

Farina suino/bovino 99.3 62.8 9.59 24.1 - -
Frazioni indigerite

Dieta CTRL - 13.5 2.24 28.1 - 5.80

Dieta CTRL-HP ] 311 4.60 30.2 - 1.40

Farina suino/bovino - 21.0 2.44 33.9 - -

ICTRL = dieta di controllo; CTRL HP = dieta di controllo ad alto titolo proteico.
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5.2 Analisi chimiche e microbiologiche dei campioni

Le analisi sulla dieta secca estrusa, sulla farina di carne e sulle frazioni indigerite
delle diete sono state condotte seguendo le metodiche standard AOAC (AOAC,
2000; Metodo 954.01 per la proteina grezza, Metodo 920.39 per i lipidi grezzi,
Metodo 920.40 per I'amido, Metodo 942.05 per le ceneri grezze, Metodo 962.09
per la fibra grezza). Le frazioni fibrose sono state determinate secondo la metodica
proposta da Van Soest et al. (1991). L’ammoniaca e stata determinata mediante
I'impiego di un apposito kit commerciale (Urea/BUN—Color, BioSystem S.A.,
Barcellona, Spagna). Gli acidi grassi volatili sono stati determinati mediante
gascromatografia, secondo la metodica descritta da Biagi et al. (2006).
Brevemente, la separazione degli analiti ¢ stata realizzata utilizzando una colonna
impaccata 80/120 Carbopack B-DA/4% CW 2M (Supelco, Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, USA). L’analisi gascromatografica ¢ stata condotta utilizzando un
gascromatografo Varian 3400 (Varian Analytical Instruments, Sunnyvale,
CA,USA). L’acido pivalico é stato aggiunto un qualita di standard interno (Fussell e
McCalley, 1987).

Per la determinazione delle amine biogene, i campioni sono stati preliminarmente
diluiti 1:5 (v/v) in acido perclorico 0.3 M (Fluka Analytical, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA); successivamente, le amine biogene sono state separate mediante
HPLC e quantificate tramite fluorimetria, secondo quanto descritto da Stefanelli et
al. (1986).

Le popolazioni batteriche sono state determinate tramite ibridazione fluorescente
in situ (FISH), utilizzando kit commerciali specifici (Ribo Technologies,
Groeningen, Paesi Bassi) per la conta di enterococchi, Enterobacteriaceae,

Clostridium perfringens, Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp.
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Per la quantificazione delle cellule batteriche presenti ¢ stata utilizzata la seguente

formula:

(X-M -Df)

N° cellule/mL di campione = 5

Dove:

X = numero di cellule positive per campo

M = numero totale di campi per l'effettiva superficie del filtro
Df = fattore di diluizione

S = volume del campione in mL

La lettura dei vetrini € stata effettuata mediante un microscopio ad epifluorescenza
Nikon Eclipse E-600 (Nikon Instruments Europe BV, Amsterdam, Paesi Bassi),

equipaggiato con un filtro specifico per osservare la fluorescenza del FITC.

5.3 Analisi statistica

Nel primo studio in vitro, i dati sono stati analizzati tramite ANOVA a una via e
test di Dunnett. Nel secondo esperimento, i dati sono stati analizzati mediante
ANOVA a 2 vie e test di Newman-Keuls, indicando il livello proteico e il prebiotico
come effetti principali. Sia nel primo che nel secondo studio, ciascuna bottiglia ha
rappresentato una singola unita sperimentale. Le differenze sono state ritenute
statisticamente significative con P < 0.05. Tutte le analisi statistiche sono state

eseguite mediante il software Statistica 10.0 (Stat Soft Italia, Padova, Italia).

5.4 Risultati

Prima prova in vitro

Dopo 6 h di incubazione i valori di pH sono stati ridotti (P < 0.05) da GA (-0.09) e
da FOS (-0.15) rispetto al CTRL. Dopo 24 h di fermentazione, i valori di pH sono
risultati rispetto al CTRL significativamente piu bassi (P < 0.05) in tutti i
trattamenti (—0.28 per GA, —0.11 per CF, —0.43 per FOS, —0.26 per GOS, —0.48
per LAC, —0.52 per PEC; tabella 3).

Le concentrazioni di amine biogene e ammoniaca sono riportate nella tabella 3.

Dopo 6 h di fermentazione, la concentrazione di ammoniaca € risultata piu bassa
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(P < 0.05) rispetto al controlli nei trattamenti contenenti GOS (-9%). Dopo 24 h di
incubazione, concentrazioni minori di ammoniaca rispetto al controllo sono state
riscontrate nelle bottiglie di fermentazione contenenti GA (-14%), LAC (-12%) e
PEC (-10%); contrariamente, i trattamenti contenenti CF hanno mostrato una
concentrazione di ammoniaca piu elevata (+11%; P < 0.05) rispetto a CTRL. Le
concentrazioni di putrescina dopo 24 h di fermentazione sono risultate piu alte (P
< 0.05) rispetto al controllo nei trattamenti contenenti GOS (+96), FOS (+90%) e
LAC (+87%).

La concentrazione degli acidi grassi volatili a 24 h di fermentazione € riportata
nella tabella 4. La concentrazione totale di AGV rispetto a CTRL ¢ stata influenzata
da CF (+41%), mentre I'acido acetico ¢ stato ridotto da FOS (-13%), GOS (-12%) e
LAC (-17%). Rispetto al controllo, il lattitolo ha indotto un aumento del propionato
nel liquido di fermentazione (+8%; P < 0.05), mentre la presenza di butirrato e
stata incrementata da FOS (+13%), GOS (+15%) e LAC (+10%).

Le conte delle popolazioni batteriche prese in esame sono riportate in tabella 5.
Dopo 6 h e 24 h di incubazione, le conte delle popolazioni di enterococchi,
lattobacilli e bifidobatteri non hanno risentito degli effetti di nessun trattamento
(P > 0.05). Al contrario, le conte di Clostridium perfringens sono risultate
maggiori (P < 0.05) nelle bottiglie di fermentazione contenenti CF (+1.5 log
cellule/mL), FOS (+1.9 log cellule/mL) e LAC (+1.6 log cellule/mL). Dopo 24 h di
fermentazione, la presenza di LAC e PEC ha ridotto le conte di enterobatteri

(rispettivamente -0.3 e -0.4 log cellule/mL; P < 0.05).

Seconda prova in vitro

I valori di pH a 6 h e 24 h di fermentazione sono riportati in tabella 6.

Dopo 6 h di incubazione i valori di pH sono stati influenzati (P < 0.05) dalla quota
proteica (6.74 vs. 6.94 per LP e HP, rispettivamente) ma non dalla presenza dei
prebiotici, mentre a 24 h di fermentazione i valori di pH hanno risentito della
presenza sia dei diversi livelli proteici (5.94 vs. 6.42 per LP e HP, rispettivamente)
che dell’inclusione dei prebiotici (6.42 vs. 6.07 e 6.08 per CTRL vs. FOS e LAC,
rispettivamente). Al termine delle 24 h di incubazione, le concentrazioni di
ammoniaca nel liquido di fermentazione sono state influenzate (P < 0.05) dal
livello proteico (36.2 vs. 50.2 mmol/L per LP e HP, rispettivamente), mentre la

presenza delle sostanze prebiotiche non ha sortito alcun tipo di effetto (tabella 6)
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La concentrazione delle amine biogene € riportata in tabella 7. Dopo 6 h di
incubazione, il livello proteico ha avuto effetti (P < 0.05) sulle concentrazioni di
cadaverina (180 vs. 214 umol/L per LP e HP, rispettivamente), spermidina (38.6
vs. 73.8 umol/L per LP e HP, rispettivamente) e spermina (8.2 vs. 23.6 pmol/L per
LP e HP, rispettivamente). Al termine delle 24 h, le concentrazioni di putrescina
nel liquido di fermentazione sono state influenzate (P < 0.05) sia dal livello
proteico (915 vs. 1091 pumol/L per LP e HP, rispettivamente), sia dalla presenza di
oligosaccaridi (806 wvs. 1246 e 958 umol/L per CTRL wvs. FOS e LAC,
rispettivamente), mentre le concentrazioni di spermidina (37.1 vs. 54.6 umol/L per
LP e HP, rispettivamente) e spermina (11.1 vs. 17.8 umol/L per LP e HP,
rispettivamente) hanno risentito esclusivamente degli effetti della quota proteica
(P < 0.05).

La concentrazione degli acidi grassi volatili totali € stata influenzata (P < 0.05) dal
livello proteico (40.9 vs. 32.6 mmol/L per LP e HP, rispettivamente; tabella 8). Sia
la presenza di oligosaccaridi che il livello proteico hanno modificato
significativamente (P < 0.05) i rapporti di acetato (42.7 vs. 38.5% per LP e HP,
rispettivamente; 47.1 vs. 41.0 e 33.7% per CTRL, FOS e LAC, rispettivamente),
propionato (25.7 vs. 21.3% per LP e HP, rispettivamente; 20.6 vs. 20.3 e 29.5% per
CTRL, FOS e LAC, rispettivamente), isobutirrato (1.61 vs. 3.07% per LP e HP,
rispettivamente, 3.25 vs. 1.54 e 2.23% per CTRL, FOS e LAC, rispettivamente), n-
butirrato (28.4 vs. 34.9% per LP e HP, rispettivamente; 26.1 vs. 35.9 e 33.0% per
CTRL, FOS e LAC, rispettivamente) e acido isovalerico (1.44 vs. 2.25% per LP e
HP, rispettivamente; 2.71 vs. 1.22 e 1.61% per CTRL, FOS e LAC, rispettivamente).
I risultati relativi alle conte delle diverse popolazioni batteriche sono riportati in
tabella 9.

A 6 h di fermentazione, il livello proteico ha sortito effetti (P < 0.05) sulle
popolazioni di C. perfringens (7.21 vs. 6.60 log cellule/mL per LP e HP,
rispettivamente), Lactobacillus spp. (4.66 vs. 4.35 log cellule/mL per LP e HP,
rispettivamente) ed Enterococcus spp. (7.33 vs. 6.66 log cellule/ mL per LP e HP,
rispettivamente). Dopo 24 di incubazione, la popolazione di Enterobacteriaceae ha
risentito (P < 0.05) della presenza di fruttooligosaccaridi e lattitolo (8.77 vs. 9.27 €
8.91 log cellule/mL per CTRL vs. FOS e LAC, rispettivamente), mentre le conte di
C. perfringens (5.85 vs. 6.40 log cellule/mL per LP e HP, rispettivamente),
Lactobacillus spp. (4.22 vs. 3.74 log cellule/mL per LP e HP, rispettivamente) ed
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Enterococcus spp. (7.32 vs. 6.86 log cellule/mL per LP e HP, rispettivamente)
sono state influenzate dal livello proteico (P < 0.05). Le popolazioni di
Bifidobacterium spp. non hanno risentito dell’influenza di nessun trattamento (P

> 0.05; valori medi di 5.96 e 5.69 log cellule/mL a 6 e 24 h di fermentazione).
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Tabella 3- Valori di pH e concentrazioni di ammoniaca (mmol/L) a 6 e 24 h e concentrazione amine
biogene (umol/L) a 24 h di incubazione di un inoculo fecale di gatto con una dieta di controllo a cui sono
stati aggiunti diversi substrati prebioticit:2

CTRL GA CF FOS GOS LAC PEC ANOVA P

6 h

pH 6.88 6.793 6.82 6.733 6.85 6.93 6.83 <0.001

NH; 32.3 33.0 32.9 32.7 30.0 30.3 31.7 0.001
24 h

pH 6.31 6.033 6.203 5.883 6.053 5.833 5.793 <0.001

NH; 51.2 44.13 56.83 47.2 49.6 45.33 45.93 <0.001

Putrescina 607 482 701 11543 11923 711 11363 <0.001

Cadaverina 277 339 310 323 329 334 359 0.532

Spermidina 95 42 143 50 56 101 59 0.101

Spermine 97 28 173 21 45 69 54 0.278

1T valori si riferiscono alla media delle 5 bottiglie per trattamento
2CTRL = dieta di controllo; GA = acido gluconico; CF = fibra di carota; FOS = fruttooligosaccaridi; GOS = galattooligosaccaridi; LAC = lattitolo; PEC = pectine da
agrumi

3Significativamente diverso dal controllo (P < 0.05)
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Tabella 4 - Concentrazione totale di AGV (mmol/L) e relative proporzioni (%) dopo 24 h di incubazione di un
inoculo fecale di gatto con una dieta di controllo a cui sono stati aggiunti diversi substrati prebioticit:2

CTRL GA CF FOS GOS LAC PEC ANOVA P
A. acetico, % 47.3 47.0 48.5 34.73 35.63 20.93 50.3 <0.001
A. propionico, % 29.5 24.9 25.9 29.3 27.4 37.53 26.3 <0.001
A. isobutirrico, % 1.31 2.00 1.69 0.78 1.24 0.99 1.69 0.200
A. n-butirrico, % 20.2 24.7 21.5 33.33 35.33 30.23 19.9 <0.001
A. isovalerico, % 1.15 1.33 0.96 0.53 0.38 0.65 1.58 0.127
A. n-valerico,% 0.07 0.03 0.02 0.01 0.02 0.01 0.02 0.107
AGYV totali, mmol/L 42.2 56.6 59.33 56.2 38.4 52.0 53.2 0.005
C2:C3 1.63 1.89 1.88 1.23 1.33 0.803 1.97 <0.001
C2:+n-C4:C3 2.32 2.89 2.73 2.40 2.65 1.613 2.75 0.001

1T valori si riferiscono alla media delle 5 bottiglie per trattamento

2CTRL = dieta di controllo; GA = acido gluconico; CF = fibra di carota; FOS = fruttooligosaccaridi; GOS = galattooligosaccaridi; LAC = lattitolo; PEC = pectine da
agrumi; C2:C3 = rapporto acetato:propionato; C2+n-C4:C3 = rapporto acetato+n-butirrato:propionato.

3Significativamente diverso dal controllo (P < 0.05)
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Tabella 5 - Conte delle popolazioni batteriche (log cellule/mL) dopo 24 h di incubazione di un inoculo fecale di
gatto con una dieta di controllo a cui sono stati aggiunti diversi substrati prebioticit:2

CTRL GA CF FOS GOS LAC PEC ANOVA P
6 h
Enterobacteriaceae 8.15 8.34 8.17 8.39 8.16 8.13 7.95 0.007
C. perfringens 6.63 6.47 8.163 8.543 6.33 7.10 8.193 <0.001
24 h
Enterobacteriaceae 9.19 9.29 9.30 9.37 9.16 8.93 8.763 <0.001
C. perfringens 5.26 5.33 5.34 5.06 5.10 5.24 5.13 0.105

1T valori si riferiscono alla media delle 5 bottiglie per trattamento
2CTRL = dieta di controllo; GA = acido gluconico; CF = fibra di carota; FOS = fruttooligosaccaridi; GOS = galattooligosaccaridi; LAC = lattitolo; PEC = pectine da
agrumi

3Significativamente diverso dal controllo (P < 0.05)
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Tabella 6 - Valori di pH e concentrazioni di ammoniaca (mmol/L) dopo 6 e 24 h di incubazione di un inoculo fecale
di gatto con diete a diverso tenore proteico ed in presenza di diversi substrati prebioticit:2

ANOVA P
CTRLLP  CTRLHP  LP+FOS HP+FOS LP+LAC  HP+LAC Prebiotico x
Prebiotico Proteina broteina

6 h

pH 6.73 6.93 6.75 6.95 6.75 6.94 0.875 <0.001 0.977

NH; 34.2 35.7 36.2 33.2 34.2 33.3 0.331 0.236 0.039
24 h

pH 6.24 6.64 5.76 6.32 5.8 6.34 <0.0013 <0.001 <0.001

NH; 38.4 51.1 35.1 48.8 35.3 50.8 0.218 <0.001 0.671

1T valori si riferiscono alla media delle 5 bottiglie per trattamento
2CTRL = dieta di controllo; LP = bassa proteina; HP = alta proteina; FOS = fruttooligosaccaridi; LAC = lattitolo
3FOS e LAC significativamente differenti dal controllo (P < 0.05)
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Tabella 7 - Concentrazioni delle amine biogene (umol/L) dopo 6 e 24 h di incubazione di un inoculo fecale di gatto
con diete a diverso tenore proteico ed in presenza di diversi substrati prebioticit2

ANOVA P
CTRLLP CTRLHP LP+FOS HP+FOS LP+LAC HP+LAC Prebiotico x
Prebiotico Proteina broteina

6 h

Putrescina 283 218 249 241 202 243 0.461 0.561 0.088

Cadaverina 201 201 172 222 167 222 0.915 0.013 0.162

Spermidina 44.5 59.4 33.8 99.6 37.3 59.4 0.456 0.012 0.206

Spermina 8.4 19.7 5.8 28.6 10.9 22.4 0.590 <0.001 0.153
24 h

Putrescina 672 939 1121 1370 952 964 <0.0013 0.015 0.244

Cadaverina 184 230 180 254 195 176 0.328 0.059 0.094

Spermidina 38.4 58.4 27.6 54.0 45.4 51.5 0.090 <0.001 0.040

Spermina 9.8 19.1 9.3 17.7 14.1 16.6 0.609 <0.001 0.154

1T valori si riferiscono alla media delle 5 bottiglie per trattamento.
2CTRL = dieta di controllo; LP = bassa proteina; HP = alta proteina; FOS = fruttooligosaccaridi; LAC = lattitolo
3FOS e LAC significativamente differenti dal controllo (P < 0.05).
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Tabella 8 - Concentrazione totale di AGV (mmol/L) e relative proporzioni (%)dopo 24 h di incubazione di un inoculo fecale di gatto con
diete a diverso tenore proteico ed in presenza di diversi substrati prebioticit.2

ANOVA P
CTRLLP ~ CTRLHP  LP+FOS  HP+FOS  LP+LAC  HP+LAC Prebiotico x
Prebiotico Proteina .

proteina
A. acetico, % 50.1 44.2 441 37.9 33.9 33.4 <0.0013 <0.001 0.001
A. propionico, % 20.0 21.2 22.2 18.4 34.9 24.1 <0.0014 <0.001 <0.001
A. isobutirrico, % 2.45 4.05 0.94 2.14 1.43 3.03 <0.001% <0.001 0.122
A. n-butirrico, % 25.0 27.3 31.9 40.0 28.5 37.5 <0.001¢ <0.001 0.003
A. isovalerico, % 2.23 3.19 0.88 1.57 1.23 1.99 <0.0017 <0.001 0.679
AGYV totali, mmol/L 39.5 32.2 38.4 31.2 44.8 34.4 0.373 0.008 0.873
C2:C3 2.51 2.09 1.99 2.08 0.97 1.46 <0.0018 0.552 <0.001
C2:+n-C4:C3 3.77 3.38 3.42 4.27 1.79 3.12 <0.0019 0.002 0.002

1T valori si riferiscono alla media delle 5 bottiglie per trattamento.

2CTRL = dieta di controllo; LP = bassa proteina; HP = alta proteina; FOS = fruttooligosaccaridi; LAC = lattitolo; C2:C3 = rapporto acetato:propionato; C2+n-C4:C3 = rapporto

acetato+n-butirrato:propionato.

3FOS, LAC e CTRL significativamente differenti tra di loro (P < 0.05).

4LAC significativamente diverso da FOS e CTRL (P < 0.05).

5FOS, LAC e CTRL significativamente differenti tra di loro (P < 0.05).
6FOS, LAC e CTRL significativamente differenti tra di loro (P < 0.05).
7FOS, LAC e CTRL significativamente differenti tra di loro (P < 0.05).
8FOS, LAC e CTRL significativamente differenti tra di loro (P < 0.05).

9 LAC significativamente diverso da FOS e CTRL (P < 0.05).
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Tabella 9 - Conte delle popolazioni batteriche (log cellule/mL) dopo 6 e 24 h di incubazione di un inoculo fecale di gatto con diete a diverso
tenore proteico ed in presenza di diversi substrati prebioticit2

ANOVA P
CTRLLP  CTRLHP  LP+FOS HP+FOS LP+LAC  HP+LAC Prebiotico x
Prebiotico Proteina .
proteina

6h

Enterobacteriaceae 8.33 8.52 8.43 8.48 8.49 8.48 0.604 0.160 0.284

C. perfringens 7.24 6.66 7.08 6.56 7.28 6.58 5.05 <0.001 0.734

Lactobacillus spp. 4.58 4.34 4.50 4.42 4.86 4.29 0.483 0.003 0.092

Enterococchi 7.29 6.69 7.34 6.76 7.38 6.55 0.763 <0.001 0.458
24h

Enterobacteriaceae 8.70 8.85 9.18 9.33 8.79 9.03 <0.0013 0.057 0.898

C. perfringens 5.76 6.48 6.02 6.36 5.80 6.38 0.777 <0.001 0.396

Lactobacillus spp. 4.22 3.51 4.20 4.07 4.23 3.60 0.213 <0.001 0.154

Enterococchi 7.35 6.75 7.21 6.95 7.38 6.84 0.815 <0.001 0.211

1T valori si riferiscono alla media delle 5 bottiglie per trattamento.
2CTRL = dieta di controllo; LP = bassa proteina; HP = alta proteina; FOS = fruttooligosaccaridi; LAC = lattitolo

3Ivalori relativi alla presenza di FOS differiscono significativamente rispetto a CTRL e LAC (P < 0.05).
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5.5 Discussione

Il presente studio e stato suddiviso in due parti.

La prima parte della sperimentazione si € proposta di indagare sugli effetti che
diversi supplementi prebiotici hanno sul metabolismo del microbiota fecale del
gatto. L’abbassamento del pH del lume intestinale € stato correlato alla riduzione
di alcune popolazioni batteriche potenzialmente patogene e ad uno shift da
ammoniaca ad ione ammonio, il quale non & assorbibile dalla mucosa enterica
(McQuaid, 2005). La fermentazione dei carboidrati ad opera dei batteri intestinali
€ generalmente associata ad una aumentata produzione di acidi grassi volatili e
lattato, il cui accumulo contribuisce alla riduzione del pH dell’ambiente enterico.
Nel presente studio, rispetto al controllo tutti i substrati testati hanno ridotto il pH
degli inoculi fecali; tuttavia, solo negli inoculi contenenti CF e stata riscontrata
un’aumentata produzione di acidi grassi volatili al termine delle 24 h di
fermentazione. Nonostante cio, la presenza di alcuni oligosaccaridi ha avuto una
netta influenza nel modificare i rapporti tra i diversi acidi grassi volatili.
Dall’analisi dei composti volatili e risultato come la presenza di LAC riduca le
concentrazioni di acetato e aumenti quelle di propionato e butirrato.
Analogamente, la fermentazione di FOS e GOS ha indotto una diminuzione delle
concentrazioni di acido acetico e un aumento di quelle di butirrato.
Contrariamente a cio, in un lavoro di Biagi et al. (2013) ¢ stato osservato come nel
gatto adulto l'integrazione della dieta con GOS (10 g/kg di dieta) in combinazione
con un ceppo di Bifidobacterium pseudocatenulatum ha provocato un aumento
delle concentrazioni fecali di acetato. Nello studio di Barry et al. (2010) I'inclusione
di FOS nella dieta di gatti adulti (40 g/kg di dieta) ha determinato un incremento
delle concentrazioni di acido acetico e acido n-butirrico. Analogamente, Kanakupt
et al. (2011) hanno riportato aumentate concentrazioni di acetato e butirrato in
gatti riceventi una combinazione di FOS e GOS (entrambi aggiunti in ragione di 5
g/kg di dieta). Un precedente studio (Hesta et al., 2001) ha invece evidenziato
come il profilo fecale di acidi grassi volatile non abbia risentito dell’integrazione
della dieta con FOS (30 g/kg di dieta).

Nonostante alcune discrepanze riscontrante in letteratura, appare evidente come
I'integrazione della dieta con oligosaccaridi, nello specifico lattitolo e

fruttooligosaccaridi, determini nel gatto un aumento delle concentrazioni in
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intestino di n-butirrato, contribuendo al mantenimento della salute del tratto
enterico. E stato infatti dimostrato come I’acido butirrico rappresenti la principale
fonte di energia per le cellule della mucosa del tratto terminale dell’ileo (Chapman
et al., 1995) e del grosso intestino (Roediger, 1980)

Mentre in nessuno degli studi precedentemente citati € stata riscontrata
un’aumenta concentrazione fecale di propionato in gatti riceventi FOS, l'uso di
fruttooligosaccaridi nell’alimentazione del cane sembra determinare un aumento
delle concentrazioni di butirrato (Propst et al., 2003; Swanson et al., 2002a) e di
propionato, sia in vitro (Biagi et al., 2010a) che in vivo (Flickinger et al., 2003a;
Swanson et al., 2002b). I diversi rapporti tra acidi grassi volatili osservati negli
studi condotti su cane e su gatto potrebbero essere attribuibili alla diversa
composizione del microbiota intestinale delle due specie; inoltre, le diverse
caratteristiche nutrizionali delle diete somministrate agli animali potrebbero
influenzare il tipo e 'ammontare dei metaboliti esitanti dalle fermentazioni
batteriche in intestino.

E stato osservato come le sostanze prebiotiche assunte con la dieta possano
rappresentare una fonte energetica non trascurabile per il microbiota intestinale,
contribuendo a limitare i fenomeni di proteolisi e il conseguente rilascio di
cataboliti tossici quali ammoniaca e amine biogene (Russell et al., 1983).

L’uso di prebiotici (e antibiotici) rientra infatti tra le strategie adottate per ridurre
I’ammoniaca originatasi dalle fermentazioni batteriche e che, una volta in circolo,
potrebbe rivelarsi dannosa per pazienti affetti da insufficienza renale ed
epatopatie, sia nell'uomo (Butterworth, 2003; Vogt e Frey, 1997) che nel cane
(Howard et al., 2000). Qualora la disponibilita di energia sia adeguata, I’attivita
metabolica del microbiota intestinale € in grado di massimizzare la quantita di
sostanze azotate convertite in proteina batterica ed escrete con le feci, limitandone
I’assorbimento attraverso la mucosa enterica (Howard et al., 2000)

Nel gatto, la somministrazione di FOS (31 g/kg di dieta) ha indotto una maggiore
escrezione fecale di azoto di origine batterica, quale diretta conseguenza
del’aumentata crescita microbica (Hesta et al., 2005). Nel presente studio, le
concentrazioni di ammoniaca sono state ridotte significativamente da GOS a 6 h di
incubazione e da GA, LAC e PEC al termine delle 24 h di fermentazione. Una
tendenza (P = 0.074) da parte dei FOS a ridurre le concentrazioni di ammoniaca e

stata osservata a 24 h. Contrariamente agli altri substrati aggiunti, le boccette di
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fermentazione contenenti fibra di carota hanno mostrato una maggiore
concentrazione di ammoniaca nel liquido di fermentazione.

Nel presente studio, la fermentazione di GOS, FOS e PEC ha dato origine ad un
incremento delle concentrazioni di putrescina, catabolita di origine proteolitica.
L’assunzione di GOS da parte di gatti adulti (Biagi et al., 2013) & stata correlata ad
una diminuzione delle concentrazioni fecali di ammoniaca senza tuttavia alterare
le concentrazioni di amine biogene. Nel lavoro di Barry et al. (2010) gli Autori
hanno osservato un aumento dei metaboliti di origine proteolitica (ammonica,
acidi grassi ramificati, 4-metilfenolo, indolo, cadaverina, putrescina e triptamina)
in gatti adulti riceventi FOS o pectine. Nel gia citato studio di Kanakupt et al.
(2011), l'integrazione della dieta di gatti adulti con FOS e/o GOS non ha avuto
nessuna conseguenza sulle concentrazioni fecali di ammoniaca, 4-metilfenolo e
indolo, mentre la combinazione di FOS e GOS ha incrementato le concentrazioni
di acidi grassi a catena ramificata e di triptamina.

L’ordine Clostridiales ¢ stato identificato come il piu abbondante e rappresentativo
del microbiota intestinale felino, probabilmente in virtu dell’adattamento delle
popolazioni microbiche alla dieta carnivora del gatto (Ritchie et al., 2010). Lubbs
et al. (2009) hanno osservato come la somministrazione di una dieta ad alto
contenuto proteico determini nell’intestino del gatto un aumento delle popolazioni
di Clostridium spp. e uno shift delle comunita batteriche con metabolismo
prevalentemente proteolitico a spese dei batteri saccarolitici. Barry et al. (2010)
hanno ipotizzato come in presenza di elevate concentrazioni di batteri proteolitici,
l'integrazione nutrizionale con oligosaccaridi non sia sufficiente a stimolare
lattivita di batteri a metabolismo saccarolitico quali lattobacilli e bifidobatteri, in
misura tale da limitare per competizione le popolazioni proteolitiche intestinali.

In questo lavoro, al termine delle 6 h di incubazione, ¢ stato osservato un aumento
della popolazione di C. perfringens nei trattamenti riceventi CF, FOS e PEC,
mentre le conte di lattobacilli e bifidobatteri non sono state influenzate dalla
presenza di oligosaccaridi. Curiosamente, GOS, FOS e PEC hanno contribuito a
ridurre le concentrazioni di ammoniaca ma, allo stesso tempo, hanno
incrementato la concentrazione di putrescina. Queste osservazioni sono di difficile
interpretazione, essendo i due metaboliti provenienti dall’attivita proteolitica del
microbiota intestinale. Secondo Spano et al. (2010), numerosi ceppi di batteri

lattici, in condizioni di elevata acidita ambientale, sarebbero capaci di produrre
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amine biogene attraverso reazioni di decarbossilazione di alcuni aminoacidi. La
maggiore acidificazione che si verifica nel lume intestinale in seguito alla
utilizzazione di substrati fermentescibili da parte dei batteri lattici potrebbe
contribuire a inibire la flora batterica proteolitica e conseguentemente a ridurre le
concentrazioni di ammoniaca; tuttavia, la concentrazione di amine biogene
potrebbe aumentare, in conseguenza all’attivazione di specifici meccanismi di
tolleranza dei batteri lattici ai bassi livelli di pH. Nel presente studio, la
fermentazione di GA e LAC ha contribuito ad abbassare i valori di pH senza
tuttavia determinare un incremento delle concentrazioni di putrescina negli
inoculi fecali.

Tra le sostanze prebiotiche testate, solamente LAC e PEC hanno contribuito a
ridurre le popolazioni di enterobatteriacee, mentre le conte di enterococchi,
lattobacilli e bifidobatteri non sono state influenzate da nessun trattamento. Questi
risultati sono in contrasto con quanto osservato da Barry et al. (2010), i quali
hanno riportato un aumento delle conte fecali di Lactobacillus spp., C. perfringens
ed E. coli conseguenti alla somministrazione nel gatto di pectine, mentre
I'integrazione della dieta con FOS ha determinato un incremento delle popolazioni
di Bifidobacterium spp. e una riduzione delle conte di E. coli. Nel lavoro di
Kanakupt et al. (2011), sia FOS che GOS hanno contribuito ad aumentare le conte
fecali di Bifidobacterium spp., senza tuttavia sortire effetti sulle popolazioni di
Lactobacillus spp., C. perfringens ed E. coli. Contrariamente a quanto osservato
da Kanakupt et al. (2011), in un precedente lavoro di Sparkes et al., (1998b),
l’aggiunta di FOS alla dieta di gatti adulti ha determinato un aumento delle conte
fecali di Lactobacillus spp. e Bacteroides spp. e una riduzione del numero di E. coli
e Clostridium spp.

Sulla base dei risultati del primo esperimento, fruttooligosaccaridi e lattitolo sono
stati selezioni per valutarne gli effetti sul microbiota intestinale del gatto in
presenza di due differenti livelli proteici. Il lattitolo € stato selezionato in virtu
della capacita di ridurre le popolazioni di enterobatteriacee e le concentrazioni di
ammoniaca, senza incrementare le conte di C. perfringens e le concentrazioni di
putrescina. Inoltre, il lattitolo € stato 1'unico prebiotico capace di influenzare
significativamente il rapporto acetato:propionato. Nel primo esperimento in vitro,
la fermentazione di FOS, GOS e PEC ha dato luogo a risultati contradditori; di

conseguenza, la decisione di selezionare per il secondo studio in vitro i
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fruttooligosaccaridi piuttosto che GOS e PEC e stata condizionata dal fatto che i
FOS sono, oggigiorno, comunemente impiegati dall'industria del pet food quale
supplemento prebiotico addizionato alle diete commerciali. Inoltre, 1’acido
gluconico e stato scartato in quanto ha avuto scarsa influenza sui parametri
considerati nel presente lavoro, mentre la fibra di carota ha determinato un
incremento delle concentrazioni di ammoniaca e delle conte di C. perfringens
negli inoculi di fermentazione.

E stato osservato come la somministrazione di diete altamente proteiche (529 g
PG/kg di SS) possano condizionare negativamente la composizione del microbiota
intestinale del gatto, incrementando le conte fecali di C. perfringens e riducendo le
popolazioni di bifidobatteri (Lubbs et al., 2009). Analoghi risultati sono stati
osservati nello studio di Hooda et al. (2013) in gattini riceventi diete ad alto
contenuto proteico (529 g PG/kg di SS).

L’impatto di una dieta secca estrusa (contenente, sulla SS, 329 g/kg di PG e 459
g/kg di estrattivi inazotati) e di una dieta umida (contenente, sulla SS, 419 g/kg di
PG e 53 g/kg di estrattivi inazotati) sul microbiota intestinale del gatto adulto e
stato studiato da Bermingham et al. (2013), i quali hanno riscontrato una maggiore
prevalenza delle popolazioni di Lactobacillus spp. e una minore abbondanza di
Bacteroides spp. nei gatti riceventi la dieta estrusa rispetto ai gatti riceventi la
dieta umida.

Nel presente lavoro, la dieta CTRL-HP é stata ottenuta mescolando una farina di
bovino e suino scarsamente digeribile con la dieta CTRL-LP. Poiché si € voluto
simulare in vitro il differente ammontare di nutrienti indigesti che potrebbero
raggiungere il colon del gatto quando questo & alimentato con diete a diversa
digeribilita, le bottiglie dei trattamenti LP e HP hanno contenuto un diverso
quantitativo di residuo indigerito. Riguardo i trattamenti LP, ciascuna bottiglia
conteneva 54 mg di PG e 22 mg di amido, mentre le bottiglie relative ai trattamenti
HP contenevano 368 mg di PG e 11 mg di amido.

Al termine delle 24 h di incubazione, i valori di pH degli inoculi fecali sono stati
modificati sia dalla presenza dei prebiotici che dal diverso livello proteico.
Secondo le aspettative, siano FOS che LAC hanno contribuito ad aumentare
l'acidita degli inoculi, mentre le bottiglie contenenti le diete CTRL-HP hanno
mostrato valori di pH piu elevati. L’aumento del pH negli inoculi fecali potrebbe

essere una diretta conseguenza dell'incremento di ammoniaca riscontrato nei
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trattamenti HP. Contrariamente a quanto osservato nel primo studio, la presenza
di LAC e FOS non ha determinato nessuna riduzione delle concentrazioni di
ammoniaca. In uno studio condotto su Beagle riceventi una dieta ricca di proteine
scarsamente digeribili, la somministrazione di FOS (30 g/kg di dieta) non ha
contribuito a ridurre la concentrazione fecale di ammoniaca (Hesta et al., 2003).
Tra gli altri cataboliti di origine proteolitica, anche la concentrazione di amine
biogene é risultata piu elevata nei trattamenti HP. A conferma di quanto osservato
precedentemente, anche nel secondo studio i FOS hanno determinato un aumento
delle concentrazioni di putrescina.

La concentrazione di acidi grassi a catena ramificata € stata influenzata sia dal
livello proteico che dalla presenza di oligosaccaridi. Mentre le diete ad alta
proteina ne hanno determinato un incremento, LAC e soprattutto FOS hanno
contribuito a ridurre le concentrazioni di acidi grassi a catena ramificata.

Dopo 24 h di fermentazione, negli inoculi fecali relativi alle diete CTRL-HP é stato
riscontrato un aumento delle popolazioni di C. perfringens e una riduzione delle
conte di Lactobacillus spp. ed enterococchi; inoltre, € stata osservata una tendenza
all’aumento delle popolazioni di enterobatteriacee. A conferma di quanto riportato
da altri Autori (Bermingham et al., 2013; Hooda et al., 2013; Lubbs et al., 2009), i
risultati osservati nel presente studio mostrano come la maggior disponibilita di
proteina indigerita che raggiunge il grosso intestino conseguentemente al consumo
di diete altamente proteiche e scarsamente digeribili, possa determinare un
incremento dell’attivita proteolitica della flora batterica e delle concentrazioni di
cataboliti tossici, contribuendo alla creazione di un habitat intestinale favorevole
alle specie batteriche indesiderate a scapito di quelle considerate virtuose.

Sulla base dei presenti risultati, I'efficacia dei supplementi prebiotici nel ridurre
lattivita proteolitica sembra limitata quando la matrice proteica appare, rispetto ai
carboidrati, come il substrato maggiormente disponibile per le attivita metaboliche
della flora microbica. Lattitolo e FOS non hanno avuto alcun effetto sulle
concentrazioni di AGV totali, mentre negli inoculi contenenti le diete CTRL-HP e
stata osservata una riduzione degli acidi grassi volatili totali e delle conte di batteri
lattici. A conferma di quanto gia osservato nel primo studio in vitro, il lattitolo ha
ridotto significativamente il rapporto acetato:propionato e il rapporto
acetato+butirrato:propionato. Gli effetti che le sostanze prebiotiche sortiscono sul

microbiota intestinale del gatto sembrano essere condizionati dalla disponibilita di

56



Materiali e metodi

proteina indigerita; infatti, il lattitolo ha determinato un aumentato rapporto di
acido propionico nelle bottiglie contenenti la dieta LP e una maggiore proporzione
di n-butirrico nei trattamenti CTRL-HP. I fruttooligosaccaridi, contrariamente,
hanno determinato un incremento delle percentuali di acido n-butirrico, senza
tuttavia esercitare alcun effetto sulle concentrazioni di acido propionico, sia negli
inoculi fecali contenenti la dieta LP che quelle CTRL-HP.

Dai presenti risultati si evince come la fermentazione di diversi oligosaccaridi
susciti diversi effetti sulla composizione ed attivita del microbiota intestinale del
gatto, e come questi effetti possano essere condizionati dall’abbondanza di
proteine indigerite nel grosso intestino. Inoltre, questo studio ha evidenziato come
I'inclusione di fonti proteiche scarsamente digeribili nella dieta del gatto possa
esercitare effetti negativi sulla salute dell’ambiente enterico, incrementando il
numero delle popolazioni batteriche indesiderate e favorendo l'attivita proteolitica

della flora batterica intestinale dell’animale.
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6 Valutazione degli effetti sulla microflora
intestinale del cane di diete addizionate di
fruttooligosaccaridi e differenti per qualita e
quantita della frazione proteica. Impiego di

un modello in vitro

6.1 Materiali e metodi

Un gruppo di 12 cani adulti e in buono stato di salute, di eta compresa tra 1 e 6
anni e di peso corporeo medio 17 kg ¢ stato alimentato per 4 settimane con una
dieta secca estrusa per cani adulti, contenente fruttooligosaccaridi (15 g/kg di
dieta) e formulata mediante I'impiego dei seguenti ingredienti: cereali, carni e
sottoprodotti delle carni, oli e grassi, estratti di proteine vegetali, minerali e lieviti
(EffeEffe S.p.A., Pieve di Porto Morone, Italia).

Tre diete secche sperimentali per cani adulti (dieta 1, bassa proteina e alta
digeribilita (LP HD); dieta 2, alta proteina e alta digeribilita (HP HD); dieta 3, alta
proteina e bassa digeribilita (HP LD)) sono state sottoposte a digestione in vitro
secondo la metodica descritta da Vervaeke et al. (1989) e modificata secondo
quanto proposto da Biagi et al. (2010a). Successivamente alla fase di digestione in
vitro, i residui indigeriti di ciascuna dieta sono stati posti in stufa alla temperatura
di 65 °C sino al raggiungimento del peso costante, per essere successivamente
impiegati nella prova di fermentazione in vitro. La composizione chimica delle
diete e delle rispettive frazioni indigerite € riportata in tabella 10. Le diete ad alto
contenuto proteico sono state ottenute impiegando nella loro formulazione una
farina di cicciolo suino altamente digeribile (digeribilita totale 71.2%) per la dieta
HP HD, e una farina di carne di bovino e suino (digeribilita totale 31.4%) per la
dieta HP LD.

L’inoculo fecale impiegato per la fermentazione in vitro e stato ottenuto da ciascun
cane prelevando i campioni di feci immediatamente dopo lescrezione,
mescolandoli tra loro e diluendoli 1:10 p/v in Wilkins Chalgren Anaerobe Broth
(WCAB o0.5x; Oxoid, Basingstoke, UK). L’inoculo fecale cosi ottenuto e stato
ulteriormente diluito in terreno di arricchimento (33 ml/L), secondo quanto

proposto da Sunvold et al. (1995b; tabella 1) e dispensato in 5 boccette da 30 mL
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per ciascun trattamento. Sei trattamenti sono stati allestiti: 1) LP HD; 2) HP HD;
3) HP LD; 4) LP HD+FOS; 5) HP HD+FOS; 6) HP HD+FOS. Ciascuna bottiglia
conteneva il residuo indigerito di una delle tre diete, aggiunto in ragione di 10 g/L,
mentre i fruttooligosaccaridi sono stati addizionati alla concentrazione finale di 1.5
g/L. Il pH degli inoculi fecali e stato regolato a 6.7; le bottiglie sono state quindi
sigillate ermeticamente e poste a incubare in atmosfera controllata (85% N., 10%
CO- e 5% H.) per 24 h a 39 °C all'interno di una camera anaerobica (Anaerobic
System; Forma Scientific Co., Marietta, OH, USA). Campioni di liquido di
fermentazione sono stati raccolti da ciascuna bottiglia a 6 e 24 h, immediatamente
congelati a -80 °C e destinati alle successive analisi per la determinazione del pH,
dell’ammoniaca, delle amine biogene e per la conta delle popolazioni batteriche. I
campioni raccolti a 24 h sono stati destinati anche all’analisi gascromatografica per

la determinazione degli acidi grassi volatili.
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Tabella 10 - Composizione chimica delle diete e delle relative frazioni indigerite!

% sulla S.S.
S.S., % Proteina grezza Grassi grezzi Ceneri grezze Fibra grezza Amido

Diete sperimentali

LP HD 92.9 22.9 12.0 6.60 1.51 46.4

HP HD 93.5 30.4 14.0 8.20 1.60 36.4

HP LD 03.8 30.6 12.4 12.3 1.39 33.8
Frazioni indigerite

LP HD - 13.5 2.24 28.1 - 5.80

HP HD - 31.1 4.60 30.2 - 1.40

HP LD - 21.2 2.44 339 B B

ILP HD = bassa proteina, alta digeribilita; HP HD = alta proteina, alta digeribilita; HP LD = alta proteina, bassa digeribilita.
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6.2 Analisi chimiche e microbiologiche dei campioni

Le analisi sulla dieta secca estrusa, sulla farina di carne e sulle frazioni indigerite
delle diete sono state condotte seguendo le metodiche standard AOAC (AOAC,
2000; Metodo 954.01 per la proteina grezza, Metodo 920.39 per i lipidi grezzi,
Metodo 920.40 per 'amido, Metodo 942.05 per le ceneri grezze). L’ammoniaca &
stata determinata mediante I'impiego di un apposito kit commerciale (Urea/BUN—
Color, BioSystem S.A., Barcellona, Spagna). Gli acidi grassi volatili sono stati
determinati mediante gascromatografia, secondo la metodica descritta da Biagi et
al. (2006). Per la determinazione delle amine biogene, i campioni sono stati
preliminarmente diluiti 1:5 (v/v) in acido perclorico 0.3 M (Fluka Analytical,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA); successivamente, le amine biogene sono state
separate mediante HPLC e quantificate tramite fluorimetria, secondo quanto
descritto da Stefanelli et al. (1986).

Le popolazioni batteriche sono state determinate tramite ibridazione fluorescente
in situ (FISH), utilizzando kit commerciali specifici (Ribo Technologies,
Groeningen, Paesi Bassi) per la conta di enterococchi, Enterobacteriaceae,
Clostridium perfringens, Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp.

La lettura dei vetrini é stata effettuata mediante un microscopio ad epifluorescenza
Nikon Eclipse E-600 (Nikon Instruments Europe BV, Amsterdam, Paesi Bassi),

equipaggiato con un filtro specifico per osservare la fluorescenza del FITC.

6.3 Analisi statistica

I dati sono stati analizzati tramite ANOVA a tre vie, con il tenore proteico, la
digeribilita proteica e la presenza di FOS come effetti principali; ciascuna bottiglia
ha rappresentato una singola unita sperimentale. Le differenze sono state ritenute
significative per P < 0.05. Tutte le analisi statistiche sono state eseguite mediante il

software Statistica 10.0 (Stat Soft Italia, Padova, Italia).

6.4 Risultati

I valori di pH e le concentrazioni di ammoniaca a 6 e 24 h di fermentazione sono
mostrati in tabella 11. Dopo 6 h di incubazione, il pH é stato influenzato (P <

0.001) sia dal livello proteico (6.26 vs. 6.61 per LP e HP, rispettivamente) che dalla
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digeribilita proteica (6.38 vs. 6.71 per HD e LD, rispettivamente), mentre ¢ stato
ridotto dai FOS (6.23 vs. 6.75). Al termine delle 24 h di fermentazione sono stati
osservati valori piu bassi di pH negli inoculi contenenti i trattamenti LD (5.98 vs.
6.30), HD (6.09 vs. 6.40) e FOS (5.96 vs. 6.44). Dopo 6 h di fermentazione, i
valori di ammoniaca negli inoculi fecali sono stati ridotti (P = 0.002) dalla
presenza di FOS (34.6 vs. 37.0 mmol/L). Al termine delle 24 di incubazione, la
concentrazioni di ammoniaca sono state ridotte dalla presenza di FOS (36.4 vs.
40.3 mmol/L; P < 0.001) e incrementate dai trattamenti HD (38.9 vs. 37.4 mmol;
P =0.002) e HP (50.2 vs. 36.2 mmol/L; P < 0.05).

Le concentrazioni degli acidi grassi volatili e i rapporti tra gli stessi sono esposti in
tabella 12. Dopo 24 h di fermentazione, la presenza di FOS ha determinato un
incremento della concentrazione totale di AGV negli inoculi fecali (+14.2 mmol/L;
P < 0.001), un decremento della percentuale di acetato (57.1 vs. 73.8%) e un
aumento della presenza di propionato (20.9 vs. 16.4%) e acido n-butirrico (21.0 vs.
7.5%). Gli inoculi contenenti le diete a bassa digeribilita hanno mostrato (P <
0.001) la piu bassa concentrazione di AGV totali (31.5 vs. 44.0 mmol/L) e il piu
basso rapporto percentuale di acido propionico (15.3 vs. 21.8%). Una riduzione di
quest’ultimo parametro € stata osservata anche nelle bottiglie contenenti le diete
HD (17.4 vs. 21.8%; P < 0.05). Il rapporto acetato:propionato e il rapporto acetato
+ n-butirrato:propionato sono stati ridotti (P < 0.001) dalla presenza di FOS e
incrementati nelle bottiglie contenenti le diete LD (P < 0.01). La fermentazione dei
FOS ha indotto una riduzione dei rapporti percentuali di acido isovalerico (0.5 vs.
1.4%; P = 0.035).

Riguardo la presenza delle amine biogene (tabella 13), la concentrazione di
spermina dopo 6 h di incubazione é stata influenzata dal livello proteico (39.0 vs.
32.3 umol/mL per LP e HP, rispettivamente; P < 0.001), mentre un incremento
delle concentrazioni di putrescina a 6 e 24 h sono state osservate nelle bottiglie
contenenti le diete a bassa digeribilita (+21 e +22%, rispettivamente; P < 0.05) e in
quelle contenenti FOS (+18 e +24%, rispettivamente; P < 0.01). Al termine delle 24
h di fermentazione € stata osservata una maggiore concentrazione di spermidina
nelle bottiglie contenenti le diete a bassa digeribilita (97.8 vs. 71.4 umol/mL; P <
0.001), mentre la presenza di FOS ha indotto un incremento delle concentrazioni
di spermina (19.8 vs. 9.7 pmol/mL; P < 0.001). Le concentrazioni di cadaverina

non sono state influenzate da nessun trattamento.
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Le conte relative alle popolazioni batteriche sono riportate in tabella 14.

A 6 h di incubazione, le diete HP hanno indotto una riduzione delle popolazioni di
C. perfringens (5.90 vs. 6.71 log cellule/mL; P < 0.05), Lactobacillus spp. (3.46 vs.
4.42 log cellule/mL; P < 0.001) ed enterococchi (7.71 vs. 8.52 log cellule/mL; P =
0.026). Dopo 24 h di fermentazione, € stata osservata una riduzione (P < 0.05)
delle conte di Lactobacillus spp. (3.2 vs. 3.7 log cellule/mL) e delle conte di
enterococchi (7.5 vs. 8.2 log cellule/mL) negli inoculi contenenti le diete HP,
mentre le diete LD hanno mostrato una tendenza ad incrementare la popolazione
di C. perfringens (6.0 vs. 5.8 log cellule/mL; P = 0.07); la fermentazione dei
fruttooligosaccaridi ha determinato un incremento delle popolazioni di
enterobatteriacee (8.6 vs. 8.2 log cellule/mL; P < 0.001) e una riduzione delle
conte di Lactobacillus spp. (3.1 vs. 3.6 log cellule/mL; P < 0.001). Le popolazioni
di bifidobatteri (6.72 e 6.85 log cellule/mL a 6 e 24 h, rispettivamente) non sono

state influenzate da nessun trattamento.
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Tabella 11 - Valori di pH e concentrazioni di ammoniaca (mmol/L) dopo 6 e 24 h di incubazione di un inoculo fecale
di cane con diete differenti per tenore proteico e digeribilita, in presenza di fruttooligosaccaridit2

ANOVA P
LP HD + HP HD + HP LD +
LPHD HPHD HP LD FOS FOS FOS Livello o
. Digeribilita FOS
proteico

6h

pH 6.60 6.76 6.90 5.93 6.24 6.52 < 0.001 < 0.001 < 0.001

NH, 37.3 37.8 36.0 33.6 35.2 35.1 0.238 0.281 0.002
24h

pH 6.23 6.41 6.67 5.74 5.99 6.14 < 0.001 < 0.001 < 0.001

NH, 40.3 41.6 39.2 36.0 37.8 35.6 0.023 0.002 < 0.001

1T valori si riferiscono alla media delle 5 bottiglie per trattamento.

2LP HD = bassa proteina, alta digeribilita; HP HD = alta proteina, alta digeribilita; HP LD = alta proteina, bassa digeribilita; FOS = fruttooligosaccaridi.
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Tabella 12- Concentrazione totale di AGV (mmol/L) e relative proporzioni (%) dopo 24 h di incubazione di un inoculo fecale di cane con
diete differenti per tenore proteico e digeribilita, in presenza di fruttooligosaccaridit2

ANOVA P
LP HD HP HD HP LD LP HD + HP HD + HP LD + ‘
FOS FOS FOS Livello e ees
. Digeribilita FOS
proteico
A. acetico, % 73.0 68.3 84.0 55.7 62.9 53.3 0.880 0.592 < 0.001
A. propionico, % 20.2 18.0 8.80 23.9 20.6 19.3 0.032 < 0.001 < 0.001
A. isobutirrico, % 0.22 1.40 0.78 0.54 0.20 0.66 0.105 0.779 0.123
A. n-butirrico, % 5.42 10.3 5.47 19.1 16.0 26.2 0.598 0.219 < 0.001
A. isovalerico, % 1.12 1.96 0.99 0.89 0.23 0.53 0.698 0.476 0.035
AGYV totali, mmol/L 37.7 35.5 22.3 50.6 52.3 40.8 0.864 < 0.001 < 0.001
C2:C3 3.65 3.81 9.61 2.35 3.07 2.77 0.585 0.005 < 0.001
C2:+n-C4:C3 3.91 4.40 10.2 3.14 3.86 4.13 0.409 0.001 < 0.001

1T valori si riferiscono alla media delle 5 bottiglie per trattamento.

2LP HD = bassa proteina, alta digeribilita; HP HD = alta proteina, alta digeribilita; HP LD = alta proteina, bassa digeribilita; FOS = fruttooligosaccaridi.
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Tabella 13 - Concentrazione delle amine biogene (umol/L) dopo 6 e 24 h di incubazione di un inoculo fecale di cane
con diete differenti per tenore proteico e digeribilita, in presenza di fruttooligosaccaridii,2

ANOVA P
tED  mPHD  HPLD Mgt Meedt Mhedt T,
proteico igeribilita FOS

6 h

Putrescina 443 542 601 591 577 705 0.241 0.013 0.003

Cadaverina 18.6 25.8 19.0 23.3 12.9 22.5 0.413 0.631 0.133

Spermidina 63.2 68.8 65.0 68.3 66.4 59.4 0.839 0.519 0.133

Spermina 40.3 34.5 35.6 41.2 28.6 20.0 < 0.001 0.422 0.080
24 h

Putrescina 550 617 790 780 775 863 0.514 0.013 < 0.001

Cadaverina 31.1 20.9 20.3 24.2 24.5 22.3 0.734 0.220 0.720

Spermidina 105.4 65.6 67.5 94.0 82.6 66.0 0.002 0.128 0.769

Spermina 11.9 5.8 11.6 25.8 20.6 17.1 0.055 0.519 < 0.001

1T valori si riferiscono alla media delle 5 bottiglie per trattamento.

2LP HD = bassa proteina, alta digeribilita; HP HD = alta proteina, alta digeribilita; HP LD = alta proteina, bassa digeribilita; FOS = fruttooligosaccaridi.
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Tabella 14 - Conte delle popolazioni batteriche (log cellule/mL) dopo 6 e 24 h di incubazione di un inoculo fecale di cane con diete differenti
per tenore proteico e digeribilita, in presenza di fruttooligosaccaridit2

ANOVA P
LP HD HP HD HP LD LP HD + HP HD + HP LD + .
FOS FOS FOS Livello e ees
. Digeribilita FOS
proteico
6h
Enterobacteriaceae 8.60 7.59 8.60 8.70 8.90 8.81 0.404 0.345 0.177
C. perfringens 6.74 5.20 6.59 6.68 5.93 5.89 0.049 0.231 0.976
Lactobacillus spp. 4.31 3.60 3.41 4.53 3.45 3.37 < 0.001 0.303 0.929
Enterococchi 8.54 7.20 7.80 8.50 7.81 8.13 0.026 0.297 0.405
24h
Enterobacteriaceae 8.31 8.43 7.94 8.69 8.51 8.69 0.746 0.097 < 0.001
C. perfringens 5.83 5.79 5.98 5.81 5.88 6.08 0.918 0.068 0.499
Lactobacillus spp. 4.20 3.34 3.16 3.16 3.00 3.12 0.002 0.836 < 0.001
Enterococchi 8.04 7.86 7.69 8.30 6.72 7.66 0.040 0.349 0.371

1T valori si riferiscono alla media delle 5 bottiglie per trattamento.

2LP HD = bassa proteina, alta digeribilita; HP HD = alta proteina, alta digeribilita; HP LD = alta proteina, bassa digeribilita; FOS = fruttooligosaccaridi.
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6.5 Discussione

La riduzione dei livelli di pH dell’ambiente enterico € considerata un evento
positivo in quanto, come precedentemente osservato, contribuisce a contrastare lo
sviluppo di specie batteriche potenzialmente patogene (Gibson et al., 2007);
inoltre, un basso livello di pH induce uno shift da ammoniaca ad ione ammonio,
limitandone I’assorbimento attraverso la parete intestinale (McQuaid, 2005). Nel
presente studio, il pH degli inoculi fecali € stato ridotto dalla presenza di
fruttooligosaccaridi, mentre i trattamenti HP ed LD hanno indotto un aumento dei
valori di pH. E noto come la fermentazione dei carboidrati esiti nella produzione di
metaboliti quali I’'acido lattico e acidi grassi volatili, i quali contribuiscono a ridurre
il pH del contenuto luminale in intestino. Anche nel presente studio e stato
osservato un incremento della concentrazione di AGV totali nei liquidi di
fermentazione contenenti FOS. La riduzione del pH negli inoculi fecali in seguito
alla fermentazione dei fruttooligosaccaridi € stata osservata anche in un lavoro in
vitro di Biagi et al. (2010a) ma non nello studio sul gatto precedentemente esposto
nella presente dissertazione (Pinna et al., 2014). Anche in numerosi lavori in vivo
riguardanti il cane, la somministrazione di FOS non ha indotto nessuna riduzione
del pH fecale (Flickinger et al., 2003b; Hesta et al., 2003; Middelbos et al., 2007;
Swanson et al., 2002a). Le concentrazione di AGV che si riscontrano nei fluidi
intestinali variano lungo i diversi tratti enterici poiché questi metaboliti vengono
rapidamente assorbiti dalla mucosa intestinale (Stevens e Hume, 1998): infatti,
secondo Topping e Clifton (2001), di tutti gli acidi grassi volatili derivanti dalle
fermentazioni batteriche in intestino solamente il 5% puo essere determinato nelle
feci. Questa considerazione puo spiegare le discrepanze tra i valori di pH e le
concentrazioni di AGV spesso osservate tra diversi lavori scientifici. La
fermentazione dei diversi trattamenti ha avuto influenza sui rapporti tra acidi
grassi volatili: la presenza di FOS non solo ha incrementato la concentrazione di
AGV totali ma ha anche determinato una riduzione dell’acetato e un aumento della
presenza di propionato e acido n-butirrico. La presenza di elevate concentrazioni
di butirrato € considerata positiva, in quanto questo acido organico funge da fonte
energetica preferenziale per i colonociti, contribuendo al mantenimento del buono
stato di salute della mucosa intestinale (Chapman et al., 1995; Roediger, 1980). A

conferma di quanto osservato in questo studio, anche altri Autori hanno rilevato

68



Materiali e metodi

come l'inclusione di FOS in diete per cani adulti abbia determinato un aumento
delle concentrazioni fecali di AGV totali (Twomey et al., 2003), n-butirrato (Propst
et al., 2003; Swanson et al., 2002a) e acido propionico, sia in vitro (Biagi et al.,
2010a) che in vivo (Flickinger et al., 2003a; Swanson et al., 2002c). Negli inoculi
contenenti le diete LD & stata osservata una riduzione della presenza di AGV,
mentre nessuna influenza hanno avuto i trattamenti HP; questo dato suggerisce
come il microbiota intestinale del cane possa essere maggiormente influenzato
dalla digeribilita della matrice proteica piuttosto che da un elevato contenuto in
proteine della dieta. In un recente studio condotto su cani adulti (Hang et al.,
2013), la somministrazione di una dieta ad alto contenuto proteico (609 g di PG
per kg di dieta) ha determinato una riduzione delle concentrazioni fecali di acetato,
propionato ed acidi grassi volatili a catena ramificata rispetto alla dieta di controllo
a moderato contenuto in proteina (264 g di PG per kg di dieta). Nel presente
studio, sia le diete a bassa digeribilita che quelle ad alto contenuto proteico hanno
determinato una riduzione dell’acido propionico, senza tuttavia alterare i rapporti
di acetato. Inoltre, come precedentemente menzionato, entrambi i trattamenti HP
e LD hanno determinato un incremento dei valori di pH nei liquidi di
fermentazione. Questo fenomeno potrebbe essere attribuibile all’aumento della
presenza di ammoniaca al termine delle 24 h di fermentazione nelle bottiglie
contenenti le diete HP e HD. Elevate concentrazioni fecali di ammoniaca sono
state osservate da svariati Autori in cani riceventi diete ad alto contenuto proteico
(Hang et al., 2013; Hesta et al., 2003; Zentek et al., 2004, 2003). Aumentati livelli
di ammoniaca sono stati osservati anche da Nery et al. (2012) nelle feci di cani a
cui é stata somministrata una dieta ricca in farina di pollo scarsamente digeribile
rispetto ai soggetti riceventi una dieta altamente digeribile composta
prevalentemente da glutine di frumento come fonte proteica; nello stesso studio,
rispetto ad una dieta a basso contenuto in proteina (220 g di PG per kg di dieta),
sono state rilevate aumentate concentrazioni fecali di ammoniaca in cani
alimentati con una dieta altamente proteica (390 g di PG per kg di dieta).
Analogamente, Hesta et al. (2003) hanno rilevato aumentate concentrazioni di
ammoniaca nelle feci di soggetti a cui é stata somministrata una dieta costituita
principalmente da una farina di carne e ossa scarsamente digeribile rispetto a cani
riceventi una dieta contenente farina di pollame. Notoriamente, la farina di pollo e

considerata una tra le fonti proteiche maggiormente digeribili impiegate nella
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formulazione del pet food, mentre le farine di carne ed ossa sono ritenute fonti
proteiche economiche e a bassa digeribilita (Murray et al., 1997; Yamka et al.,
2003). L'ammoniaca € un composto tossico dai potenziali effetti cancerogeni (Lin e
Visek, 1991), noto per esercitare effetti negativi sulla funzionalita epatica e renale
(Butterworth, 2003; Howard et al., 2000; Vogt e Frey, 1997) e sul corretto
sviluppo dei villi intestinali (Nousiainen, 1991). In questo lavoro, le concentrazioni
di ammoniaca sono state ridotte dalla presenza di FOS, sia a 6 che a 24 h di
incubazione. Contrariamente a cio, in due precedenti studi in vitro sul cane (Biagi
et al.,, 2010a) e sul gatto (Pinna et al.,, 2014), la fermentazione di
fruttooligosaccaridi non ha avuto alcun effetto sulla riduzione delle concentrazioni
di ammoniaca negli inoculi fecali. L’integrazione di diete per cani adulti con
fruttooligosaccaridi ha dato origine a risultati discordanti: Flickinger et al. (2003a)
hanno riportato come la somministrazione di FOS possa esercitare effetti positivi
sulla salute intestinale del cane riducendo le concentrazioni fecali di ammoniaca,
mentre altri Autori non hanno osservato nessun effetto positivo dei FOS sui livelli
fecali di ammoniaca (Barry et al., 2009; Beynen et al., 2002; Hesta et al., 2003;
Strickling et al., 2000; Swanson et al., 2002a). I risultati riportati dai diversi studi
fanno ipotizzare come gli effetti che i fruttooligosaccaridi esercitano sulle
concentrazioni di ammoniaca nelle feci siano influenzati da numerosi fattori, tra
cui la percentuale di inclusione di FOS nella dieta o la composizione della dieta
stessa. Inoltre, analogamente per quanto si verifica con gli acidi grassi volatili, e
noto come 'ammoniaca sia rapidamente assorbita attraverso la mucosa intestinale
e come le concentrazioni fecali di tale catabolita non rispecchino quelle che si
potrebbero riscontare nel contenuto luminale intestinale.

Mentre gli acidi grassi volatili derivano dalla fermentazione di proteine e
carboidrati, gli acidi grassi a catena ramificata esitano esclusivamente dal
metabolismo batterico degli aminoacidi ramificati (Nordgaard et al., 1995;
Rasmussen et al., 1088; Smith e Macfarlane, 1997a). E stato osservato da diversi
Autori come la presenza e la tipologia dei cataboliti derivanti dalle reazioni di
proteolisi in intestino siano condizionati sia dal contenuto che dalla fonte proteica
della dieta, nell'uomo (Macfarlane et al., 1992), nel cane (Hang et al., 2013;
Kuzmuk et al., 2005; Nery et al., 2012) e nei carnivori stretti (Depauw et al., 2012).
Tuttavia, nell’attuale lavoro i rapporti di acido isobutirrico e isovalerico non sono

stati influenzati né dalla presenza di un alto livello proteico, né dalle diete a bassa
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digeribilita. Al contrario, la presenza di FOS ha indotto una riduzione delle
concentrazioni di acido isovalerico, analogamente a quanto riportato da Depauw et
al. (2012), i quali hanno osservato una riduzione della concentrazione di acidi
grassi a catena ramificata in inoculi fecali di ghepardo fermentanti FOS.

Le amine biogene sono composti putrefattivi derivati da reazioni di
decarbossilazione di aminoacidi e peptidi (Scott et al., 2013). In questo lavoro, la
fermentazione di fruttooligosaccaridi ha promosso un aumento delle
concentrazioni di spermina e putrescina. Questo fenomeno sembra essere in
contraddizione con la capacita dei FOS di ridurre 'ammontare degli altri composti
di origine proteolitica quali ammoniaca e acido isovalerico; tuttavia, anche nel
precedente lavoro esposto nella presente dissertazione € stato osservato come la
fermentazione di FOS, pectine e galattooligosaccaridi abbia favorito un aumento
delle concentrazioni di putrescina. Analogamente, Barry et al. (2010) hanno
riferito di un aumento della presenza di cadaverina e putrescina in gatti riceventi
FOS o pectine, mentre la supplementazione di due differenti diete per cani adulti
formulate con carni crude di bovino o di pollame con inulina e lieviti ha indotto un
aumento delle concentrazioni fecali di spermina (Beloshapka et al., 2012a).
Sempre nel cane, l'integrazione della dieta con FOS e risultata promuovere
laumento dei livelli di triptamina e tiramina (Swanson et al., 2002a) e delle
concentrazioni di amine biogene totali (Propst et al., 2003). Diversamente da
quanto gia osservato, secondo uno studio condotto su cani adulti (Flickinger et al.,
2003a), la somministrazione di FOS attraverso la dieta non ha alterato le
concentrazioni fecali di putrescina e spermidina, mentre i valori di cadaverina e
spermina sono risultati ridotti dalla presenza dell’oligosaccaride. Come gia
ricordato precedentemente, 'aumentata produzione di cadaverina e putrescina
osservata in questo studio potrebbe derivare dal metabolismo dei batteri lattici
qualora questi si ritrovino in condizioni di stress acidico, situazione
presumibilmente promossa dalla presenza di FOS (Spano et al., 2010). Oltre ai
FOS, anche le diete LD e HP hanno promosso un aumento dei livelli di alcune
amine biogene, presumibilmente quale esito del’aumentata attivita proteolitica.
Sulla base dei presenti risultati, la determinazione delle concentrazioni di amine
biogene, al contrario di ammoniaca e acidi grassi a catena ramificata, non sembra
rappresentare un valido indicatore del metabolismo proteico della flora microbica

intestinale.
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Al termine delle 24 h di fermentazione, una riduzione delle conte di lattobacilli ed
enterococchi € stata osservata nelle bottiglie contenenti le diete HP, mentre le diete
LD hanno mostrato una tendenza ad incrementare le conte di C. perfringens.
Risultati analoghi sono stati osservati in altri lavori (Hesta et al., 2003; Zentek et
al., 2004, 2003) condotti su cani adulti, dove la somministrazione di diete ricche
in proteine di origine animale, soprattutto quelle contenenti matrici proteiche di
scarsa qualita, ha favorito la crescita di popolazioni batteriche proteolitiche a
scapito delle popolazioni di batteri lattici. Contrariamente a quanto
precedentemente osservato, Nery et al. (2012) non hanno rilevato nessuna
influenza di diete differenti per quantita e qualita delle fonti proteiche.

In questo lavoro, la presenza di FOS non ha promosso alcun aumento delle
popolazioni di batteri lattici, mentre al termine delle 24 h di incubazione ha
contribuito a ridurre le conte di lattobacilli negli inoculi fecali. Numerosi altri studi
sono stati condotti per investigare sugli effetti dei fruttooligosaccaridi sul
microbiota intestinale del cane, ottenendo talvolta risultati contraddittori. Secondo
Flickinger et al. (2003a), la somministrazione di diete contenenti FOS ha
contribuito a ridurre le conte fecali di C. perfringens nel cane, senza tuttavia
esercitare effetti positivi sulle popolazioni di lattobacilli e bifidobatteri.
Analogamente, altri Autori non hanno rilevato nessun tipo di influenza della
somministrazione di FOS sulle popolazioni di batteri lattici (Barry et al., 20009;
Strickling et al., 2000; Swanson et al., 2002a). Dai diversi studi condotti sulla
specie canina € emerso come le popolazioni di bifidobatteri siano scarsamente
rappresentative dell’ecosistema enterico e che non tutti i soggetti alberghino specie
di Bifidobacterium spp. nel proprio intestino (Beloshapka et al., 2013; Vanhoutte
et al., 2005; Willard et al., 2000). Tuttavia, altri Autori hanno riscontrato un
numero maggiore e piu consistente di conte fecali di bifidobatteri (Middelbos et
al., 2007; Swanson et al., 2002a). Nel presenta lavoro, le popolazioni di
Bifidobacterium spp. (6.8 log cellule/mL di liquido di fermentazione) non sono
state influenzate da nessun trattamento. Tuttavia, poiché I'inoculo fecale utilizzato
in questo studio e stato composto prelevando le feci di pit animali e che nessuna di
queste e stata analizzata singolarmente, non ¢ stato possibile determinare se tutti i
soggetti donatori abbiano albergato popolazioni di bifidobatteri nel proprio

apparato gastroenterico.
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I risultati elaborati dal presente studio hanno mostrato come diete ricche in fonti
proteiche scarsamente digeribili possano influenzare negativamente ecosistema
intestinale del cane, aumentando la presenza di composti derivanti dalle
fermentazioni proteolitiche putrefattive e riducendo le conte delle popolazioni
microbiche benefiche. Al contrario, la somministrazione di fruttooligosaccaridi ha
ridotto Dattivita proteolitica batterica e stimolato la produzione di acidi grassi
volatili, contribuendo al miglioramento delle condizioni di salute dell’apparato

enterico del cane.
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7 Effetti sulla microflora intestinale del cane di
diete addizionate di frutto-oligosaccaridi e
differenti per qualita e quantita della frazione

proteica

7.1 Materiali e metodi

La prova e stata condotta su un gruppo di 12 cani adulti e in buono stato di salute,
regolarmente vaccinati e sottoposti a trattamento antiparassitario (Drontal Plus,
Bayer S.p.A., Milano, Italia), di etd compresa tra 1 e 6 anni e di peso corporeo
medio 17 kg. Tutti i soggetti in prova non hanno manifestato problematiche di tipo
gastroenterico nell’anno precedente 'inizio della ricerca. Gli animali, di proprieta
di privati, durante la prova hanno continuato a rimanere sotto le cure del rispettivo
proprietario.

Sei diete sperimentali secche estruse (EffeEffe Petfood S.p.A., Pieve di Porto
Morone, Italia; tabella 15) per cani adulti sono state formulate mediante I'impiego
dei seguenti ingredienti: cereali, carni e sottoprodotti delle carni, oli e grassi,
estratti di proteine vegetali, minerali e lieviti. Le diete differivano per il tenore
proteico, la qualita della fonte proteica e la presenza o meno di FOS (Beneo OPS,
fruttooligosaccaridi da idrolisi parziale dell’inulina, con grado di polimerizzazione
compreso tra 2 e 8; Beneo GmbH, Mannheim, Germania). Una farina di cicciolo
suino altamente digeribile (digeribilita totale 71.2%) ha rappresentato la principale
fonte di proteina animale delle diete; nella formulazione delle diete ad alto titolo
proteico e a bassa digeribilita una farina di carne di suino e bovino a bassa
digeribilita (digeribilita totale 31.4%) & stata associata alla farina di cicciolo.

Gli alimenti impiegati durante la prova non contenevano fonti significative di fibra
solubile né tantomeno sostanze prebiotiche (ad eccezione delle diete addizionate di
FOS) in quantita tali da poter nascondere le eventuali differenze tra trattamenti.
Inoltre, ogni dieta e stata addizionata dello 0.5% di silice colloidale, impiegata
come marker indigeribile ai fini della stima della digeribilita dei nutrienti. I
fruttooligosaccaridi sono stati aggiunti, quando presenti, in ragione del 1.5%.
L’analisi chimica e la digeribilita in vitro delle diete e delle farine di carne

impiegate come principale fonte proteica sono riportate nella tabella 16.

74



Materiali e metodi

Ciascun animale ha ricevuto a rotazione, secondo uno schema 2x6, ognuna delle 6
diete sperimentali. Ogni dieta e stata somministrata per un periodo di 28 giorni,
intervallato dalla somministrazione della dieta di controllo (dieta LP HD) per 12
giorni (periodo wash-out).

La quantita di alimento che ciascun cane ha ricevuto giornalmente € stata calcolata
individualmente sulla base dei fabbisogni energetici dell’animale. I fabbisogni

energetici di ciascun cane sono stati calcolati secondo la seguente equazione:
kcal al giorno = 132 x kg peso corporeo®:75 (Case et al., 2011)

attribuendo alla dieta, secondo i fattori di Atwater modificati per il cane, 3.5 kcal

per grammo di proteine e amido e 8.5 kcal per grammo di lipidi.

Tabella 15 - Diete sperimentali oggetto della presente prova

LP HD bassa proteina (23% PG), alta digeribilita

HP HD alta proteina (30% PG), alta digeribilita

HP LD alta proteina (30% PG), bassa digeribilita

LP HD + FOS bassa proteina (23%), alta digeribilita+ 1.5% FOS
HP HD + FOS alta proteina (30% PG), alta digeribilita + 1.5% FOS
HP LD + FOS alta proteina (30% PG), bassa digeribilita + 1.5% FOS
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Tabella 16 - Composizione chimica (% s.s.) e digeribilita (%) in vitro delle diete sperimentali e delle farine di carne
impiegate come principale fonte proteica.

Umidita Proteine gregge Lipidi greggi Ceneri gregge Amido
Farina carne di bovino e suino 0,72 62,9 9,6 24,1 -
Farina di cicciolo suino 1,85 68,5 16,1 15,1 -
LP HD 7,10 22,9 12,0 6,6 46,4
HP HD 6,54 30,4 14,0 8,2 36,4
HPLD 6,22 31,6 12,4 12,3 33,8
LP HD + FOS 6,11 24,1 11,8 6,7 45,6
HP HD + FOS 6,63 31,2 13,4 8,1 36,3
HP LD + FOS 6,35 29,6 12,2 12,4 33,6
Digeribilita (%) Totale Proteine gregge Lipidi greggi Ceneri gregge Amido
Farina carne di bovino e suino 31,4 59,7 61,7 11,9 -
Farina di cicciolo suino 71,2 86,2 83,7 27,4 -
LP HD 84,0 88,9 95,2 48,1 92,5
HP HD 82,8 90,1 94,2 45,5 93,5
HPLD 68,0 78,6 93,7 11,8 97,9




Scopo della ricerca

7.2 Analisi chimiche e microbiologiche dei campioni

Ciascun proprietario degli animali in prova ha provveduto al prelievo di un
campione di feci ai giorni 0, 21 e 28 dalla somministrazione di ciascuna dieta. Al
momento della loro escrezione, i campioni sono stati raccolti in appositi
contenitori sterili e immediatamente congelati.

Sui campioni di feci sono state svolte le seguenti analisi: pH, sostanza secca,
ammoniaca, acidi grassi volatili, amine biogene e determinazione delle principali
popolazioni batteriche.

Il pH é stato determinato solubilizzando una quantita nota di campione in acqua
distillata (diluizione 1:10 p/v).

Per la determinazione dell’ammoniaca ci si € avvalsi di un apposito Kkit
commerciale (Urea/BUN—-Color, BioSystem S.A., Barcellona, Spagna).

Gli acidi grassi volatili sono stati determinati mediante gascromatografia, secondo
la metodica descritta da Biagi et al. (2006). Per la determinazione delle amine
biogene, i campioni sono stati preliminarmente diluiti 1:5 (p/v) in acido perclorico
0.3 M (Fluka Analytical, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA); successivamente, le
amine biogene sono state separate mediante HPLC e quantificate tramite
fluorimetria, secondo quanto descritto da Stefanelli et al. (1986).

Inoltre, gli ultimi 5 giorni di ciascuna sperimentazione si € provveduto a
raccogliere quotidianamente un campione di feci da destinare alle analisi chimiche
per la stima della digeribilita dei nutrienti.

Al fine di valutarne la digeribilita, le farine di carne adoperate nella formulazione
delle diete sperimentali e le diete stesse sono state sottoposte a digestione in vitro,
secondo la metodica proposta da Vervaeke et al. (1989) e modificata come
proposto da Biagi et al. (2010a). Brevemente, ciascun campione e stato digerito in
triplicato con una procedura a due step (2 h di incubazione a 39 °C in una
soluzione di HCI 0.075 N, pepsina e lipasi gastrica a cui vengono successivamente
aggiunti una miscela di sali biliari e pancreatina; seguono altre 4 h di incubazione
a 39 °C).

Le analisi chimiche sulle diete e sulle rispettive frazioni indigerite sono state
condotte seguendo le metodiche standard AOAC (AOAC, 2000; Metodo 954.01 per
la proteina grezza, Metodo 920.39 per i lipidi grezzi, Metodo 920.40 per ’amido,
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Metodo 942.05 per le ceneri grezze). ). I minerali sono stati determinati mediante
spettrofotometria ad assorbimento atomico.

Il DNA batterico e stato estratto mediante 'uso di un kit commerciale QIAamp
DNA Stool Mini-Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Germania). La concentrazione
(ng/ul) e la purezza del DNA estratto sono state determinate mediante
spettrofotometro NanoDrop 2000c (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA); il
DNA genomico € stato quindi diluito (50 ng/ul) e congelato a -20 °C in attesa di
successive analisi. Le popolazioni di batteri totali, Escherichia coli,
Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp., Enterococcus spp. e Clostridium
perfringens sono state quantificate mediante qPCR e avvalendosi di specifici
primer (tabella 17).

L’amplificazione e la quantificazione del DNA genomico ¢ stata eseguita mediante
termociclatore MasterCycler ep realPlex4 (Eppendorf, Wesseling-Berzdorf,
Germania). L’amplificazione e stata eseguita in duplicato per ciascun gruppo
batterico; il protocollo € stato ottimizzato per un volume di reazione di 15 pl,
contenente 7.5 ul di 2X SensiFAST No-ROX PCR Master Mix (Bioline GmbH,
Luckenwalde, Germania), 4.8 ul di acqua priva di nucleasi, 0.6 ul di ciascun primer
(concentrazione di 10 pmol) e 1.5 ul di DNA genomico.

Il ciclo di amplificazione € stato il seguente: denaturazione a 95 °C per 2 min, 95 °C
for 5 s, appaiamento dei primer a 55—61 °C per 10 s ed estensione a 72 °C per 8 s. Il

ciclo ¢ stato ripetuto 40 volte.
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Tabella 17 - Popolazioni batteriche oggetto del presente studio

Target Primer Sequenza (5'-3") Fonte

Batteri totali FP 16S GGTAGTCYAYGCMSTAAACG (Bach et al., 2002)
RP 16S GACARCCATGCASCACCTG

Escherichia coli E.coli F GTTAATACCTTTGCTCATTGA (Malinen, 2003)
E.coliR ACCAGGGTATCTAATCC TGTT

Bifidobacterium spp. g-Bifid-F CTCCTGGAAACGGGTGG (Matsuki et al., 2002)
g-Bifid-R GGTGTTCTTCCCGATATCTACA

Lactobacillus spp. Lab-0159 GGAAACAG(A/G)TGCTAATACCG (Collier et al., 2003)

Univ-0515 ATCGTATTACCGCGGCTGCTGGCA

Enterococcus spp. EnteroF CCCTTATTGTTAGTTGCCATCATT (Rinttila et al., 2004)
EnteroR ACTCGTTGTACTTCCCATTGT

Clostridium perfringens CP1 AAAGATGGCATCATCATTCAAC (Wang et al., 1994)
CP2 TACCGTCATTATCTTCCCCAAA

7.3 Analisi statistica dei dati

I risultati ottenuti sono stati sottoposti ad analisi statistica mediante ANOVA con il
tenore proteico, la digeribilita proteica e la presenza di FOS come effetti principali.
Le differenze sono state ritenute significative per P < 0.05. Tutte le analisi
statistiche sono state eseguite mediante il software Statistica 10.0 (Stat Soft Italia,

Padova, Italia).

7.4 Risultati

Il contenuto in acqua delle feci, i valori di pH e le concentrazioni fecali di
ammoniaca e di acidi grassi volatili sono riportati in tabella 18. Nel corso della
presente prova e stato evidenziata una significativa riduzione (P = 0.002) del
contenuto in acqua (56.9 vs. 62.8% per LD e HD, rispettivamente) nelle feci dei
cani riceventi le diete a bassa digeribilita, mentre la somministrazione delle diete
ad alta digeribilita e delle diete contenenti FOS non hanno sortito alcun effetto
sull'umidita fecale.

I valori di pH e le concentrazioni fecali di acidi grassi volatili non sono stati

influenzati da nessuna delle diete sperimentali (P > 0.05).
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Le concentrazioni fecali di ammoniaca (58.6 vs. 49.3 mmol/g per HP e LP,
rispettivamente) sono risultate maggiori (P < 0.001) nei soggetti riceventi le diete
ad alto tenore proteico, indipendentemente dal tipo di farina di carne adoperata
nella formulazione.

La tabella 19 riporta le concentrazioni fecali di amine biogene. Nessuno dei
trattamenti somministrati ha avuto alcun effetto sulle concentrazioni di
putrescina, cadaverina e spermina (P > 0.05), mentre le diete ad alto tenore
proteico hanno indotto un aumento delle concentrazioni di spermidina (565 vs.
486 umol/g per HP ed LP, rispettivamente; P < 0.05).

Nella tabella 20 sono riportati i valori di digeribilita apparente dei macronutrienti,
macrominerali ed oligoelementi. La supplementazione con FOS ha determinato
un miglioramento della digeribilita totale (85.5 vs. 83.5%; P < 0.05) e una
tendenza ad incrementare la digeribilita delle ceneri grezze (51.5 vs. 43.1%;
P=0.010) nei cani riceventi le diete addizionate di oligosaccaridi, mentre nei
soggetti riceventi le diete a bassa digeribilita & stato osservato un peggioramento
della digeribilita totale (80.1 vs. 86.6%; P < 0.001), della digeribilita proteica (81.9
vs. 86.4%; P=0.007) e della digeribilita delle ceneri grezze (38.0 vs. 51.6%;
P<0.001). Riguardo I'assorbimento dei minerali, i FOS hanno determinato un
miglioramento della digeribilita del calcio (23.3 vs. 6.5%; P < 0.05), del magnesio
(21.6 vs. 0.6%; P = 0.005), dello zinco (28.5 vs. 12.4%; P < 0.05), del manganese
(39.2 vs. 12.3%; P < 0.001) e del ferro (16.0 vs. 5.4%; P < 0.05).

I dati relativi alla numerosita dei batteri totali e delle popolazioni batteriche prese
in esame sono riportati in tabella 21. Le diete contenenti FOS hanno indotto un
aumento della popolazione fecale di Escherichia coli (5.7 vs. 5.2 log copie
dsDNA/g; P > 0.05) ma non hanno avuto effetti sulle altre comunita batteriche,

cosi come gli altri trattamenti sperimentali.
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Tabella 18 - Valori di umidita, pH e concentrazioni di ammoniaca e acidi grassi volatili nei campioni fecali

ANOVA P
LPHD+ HPHD+ HPLD+

LP HD HP HD HPLD

FOS FOS FOS Livello o oribilita.  FOS
proteico
Umidita, % 64.6 62.9 53.6 59.7 62.8 58.7 0.781 0.002 0.854
pH 6.17 6.48 6.87 6.65 6.51 6.60 0.304 0.297 0.388
NH;, mmol/g 45.6 56.6 56.0 39.3 65.5 52.9 <0.001 0.041 0.5901
A. acetico, % AGV totali 49.8 54.9 56.5 55.5 54.1 55.3 0.154 0.632 0.891
A. propionico, % AGV totali 34.0 30.3 20.4 31.3 33.8 31.8 0.706 0.934 0.187
A. n-butirrico, % AGV totali 9.76 9.99 9.55 9.29 8.27 9.43 0.276 0.854 0.377
AGV totali, mmol/g 169 159 149 121 167 143 0.140 0.364 0.303
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Tabella 19 — Concentrazioni di amine biogene (umol/g) nei campioni fecali

ANOVA P
LPHD+ HPHD+ HPLD+
LPHD — HPHD  HPLD FOS FOS FOS Livello o
. Digeribilita FOS
protelco
Putrescina 718 765 824 695 709 703 0.752 0.785 0.394
Cadaverina 461 381 198 348 329 351 0.608 0.411 0.959
Spermidina 482 604 593 491 586 475 0.030 0.214 0.293
Spermina 341 271 298 383 2903 241 0.127 0.807 0.962




Materiali e metodi

Tabella 20 - Valori di digeribilita apparente dei macronutrienti, macrominerali ed oligoelementi (%)

ANOVA P
tHD  mpED mPID Mot Madt o Mhedt T

proteico Digeribilita FOS
Sostanza secca 85.8 85.1 78.7 87.4 86.9 80.4 0.349 < 0.001 0.028
Proteine grezze 84.5 87.6 83.7 87.6 84.4 79.2 0.858 0.007 0.330
Ceneri grezze 47.7 47.4 34.1 57.8 54.8 40.6 0.931 < 0.001 0.010
Ca -0.71 3.01 16.3 12.7 25.0 32.9 0.316 0.235 0.016
P 39.4 39.7 31.5 40.1 38.2 43.0 0.937 0.851 0.671
Mg 5.30 -6.41 2.90 8.45 22.6 34.8 0.891 0.249 0.005
Na 95.9 96.7 94.5 97.0 97.7 94.3 0.158 <0.0001 0.162
K 96.2 95.2 90.8 95.5 96.0 91.9 0.706 <0.0001 0.464
7n 17.1 20.7 -0.52 31.8 33.1 19.8 0.755 0.029 0.016
Mn 14.1 19.0 3.74 91.8 9.90 13.9 <0.0001 0.545 <0.001
Fe 0.06 1.28 14.9 18.6 12.7 16.9 0.703 0.146 0.036
Cu 26.2 36.7 20.5 44.7 38.8 28.3 0.782 0.307 0.341
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Tabella 21 — Batteri totali e popolazioni batteriche oggetto del presente studio (log copie dsDNA/g di feci)

ANOVA P
LPHD HPHD HPLD ot TR0 Mo T o
proteico Digeribilita FOS
Batteri totali 8.87 8.54 8.60 8.90 8.87 8.79 0.434 0.944 0.445
Escherichia coli 5.47 5.22 4.61 5.52 5.79 5.69 0.874 0.253 0.012
Bifidobacterium spp. 5.36 4.31 3.54 4.00 4.19 4.38 0.191 0.690 0.526
Lactobacillus spp. 8.59 8.16 8.37 8.57 8.49 8.58 0.218 0.461 0.410
Enterococcus spp. 5.53 5.56 5.89 5.93 6.03 5.94 0.892 0.696 0.264
C. perfringens 5.58 5.44 5.86 5.62 5.92 5.78 0.980 0.645 0.693
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7.5 Discussione

Il presente studio si proponeva di valutare gli effetti dell’aggiunta di FOS a diete
per cani che differivano per tenore e qualita delle proteine presenti. La scelta delle
farine di carne e la loro percentuale di inclusione nella formulazione delle diete si e
basata sulla volonta di accentuare gli eventuali effetti sulla microflora intestinale
del cane di fonti proteiche animali di scarsa qualita rispetto a fonti facilmente
digeribili.

Durante la prova tutti gli animali sono rimasti in buona salute e nessuno ha
manifestato problematiche di tipo gastroenterico.

Nel corso della presente prova ¢ stato evidenziata una significativa riduzione del
contenuto in acqua (56.9 vs. 62.8%; P<0.001) nelle feci dei cani riceventi le diete a
bassa digeribilita; questo dato risulta in contrasto con quanto precedentemente
osservato da altri Autori (Nery et al., 2010; Zentek, 1995b; Zentek et al., 2002,
1998) in soggetti riceventi diete contenenti fonti proteiche di scarsa qualita. Hang
et al. (2013) hanno studiato I'impatto di una dieta altamente proteica (609 g di PG
per kg di dieta) e contenente farina di cicciolo suino altamente digeribile
sull’alimentazione del cane, osservando come questa inducesse fenomeni diarroici
in tutti i soggetti oggetto della prova. Dal punto di vista del proprietario, in genere,
laumento dell'umidita fecale non & particolarmente gradito, in quanto esso
comporta un aumento della massa fecale, della frequenza di defecazione e la
riduzione della consistenza delle feci, nonché la possibilita di un aumento della
persistenza nel tempo di odori sgradevoli. Al contrario, da un punto di vista
prettamente clinico, un certo tenore di umidita delle feci associato ovviamente a
un mantenimento della loro giusta consistenza e considerato un aspetto positivo
perché riduce il rischio di problematiche quali costipazione e megacolon da
fecaloma.

Analogamente al presente lavoro, anche Swanson et al. (2002b) non hanno
riportato differenze relative al pH fecale in cani riceventi 2 g/d di FOS,
contrariamente a quanto osservato da altri Autori, che riportano una riduzione del
pH fecale nel cane in seguito a integrazioni della dieta con FOS, seppur a
percentuali di inclusione diverse da quelle del presente studio (0.095% per Félix et

al., 2013; 3 e 6% per Twomey et al., 2003). Anche gli altri trattamenti non hanno
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sortito alcun effetto per quanto riguarda il pH fecale. Tuttavia, Hang et al. (2013)
hanno osservato un aumento del pH fecale in cani riceventi una dieta altamente
proteica (609 g di PG per kg di dieta) e contenente, analogamente al presente
lavoro, farina di cicciolo suino. Contestualmente allo studio di Hang et al. (2013),
I'incremento del pH fecale in cani riceventi diete contenenti alte percentuali di
inclusione di proteina € stato osservato anche in altri lavori (Hesta et al., 2003;
Zentek et al., 2004, 2003).

La somministrazione delle diete non ha avuto alcuna influenza sul profilo in acidi
grassi volatili delle feci dei soggetti partecipanti allo studio. Diversi Autori hanno
osservato un aumento significativo delle concentrazioni di AGV totali (Twomey et
al., 2003), acido n-butirrico (Propst et al., 2003; Swanson et al., 2002a) e acido
propionico, sia in vitro (Biagi et al., 2010a) che in vivo (Flickinger et al., 2003a;
Swanson et al., 2002c), mentre Barry et al. (2009) hanno descritto come una
percentuale di inclusione di FOS dello 0.4% avesse indotto una riduzione della
concentrazione di acido acetico e un aumento delle concentrazioni di butirrato,
isobutirrato e isovalerato nelle feci di cani adulti. Nel lavoro di Hang et al. (2013)
la somministrazione di diete ricche in proteina ha determinato una riduzione delle
concentrazioni di acetato e propionato e un incremento dei livelli di acidi grassi a
catena ramificata, i quali originano esclusivamente dalla degradazione batterica
delle proteine. Oltre alla tipologia di dieta, anche i processi tecnologici di
trasformazione hanno influenza sull’esito delle fermentazioni microbiche: secondo
Zentek et al. (2004), la somministrazione di una dieta umida contenente pollo e/o
manzo ha indotto una riduzione delle concentrazioni fecali di acidi grassi volatili e
incrementato la concentrazione di valerato, rispetto ai cani riceventi una dieta
secca estrusa contenente pollo. In questa prova le concentrazioni fecali di
ammoniaca non sono state influenzate dalla presenza di FOS, coerentemente con
quanto osservato da Swanson et al. (2002a,b), Hesta et al. (2003), Barry et al.
(20009) e, in vitro, da Biagi et al. (2010a). Nei cani riceventi le diete ad alto tenore
proteico, indipendentemente dal tipo di farina di carne adoperata nella
formulazione, € stato osservato un aumento delle concentrazioni fecali di
ammoniaca. Questo dato risulta essere in accordo con quanto riportato in altri
studi (Hang et al., 2013; Hesta et al., 2003; Nery et al., 2012; Zentek et al., 2004,
2003). Presumibilmente, con I'assunzione di diete ad alto tenore proteico, una

certa quota della matrice proteica sfugge all’azione degli enzimi digestivi e giunge
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nel colon, rendendosi disponibile come substrato per le fermentazioni
proteolitiche.

Nessuno dei trattamenti somministrati ha determinato alcun effetto sulle
concentrazioni di putrescina, cadaverina e spermina, mentre le diete ad alto tenore
proteico hanno indotto un aumento delle concentrazioni di spermidina. Questo
dato appare in contraddizione con quanto osservato nell’analogo studio in vitro
esposto precedentemente nella presente dissertazione, dove le concentrazioni di
spermidina sono risultate essere piu alte negli inoculi fecali contenenti le diete a
basso titolo proteico rispetto ai trattamenti ad alta proteina, sia a 6 che a 24 h di
fermentazione. Le diete contenenti FOS non hanno influito sulle concentrazioni di
amine biogene, contrariamente a quanto osservato nell’analoga prova in vitro,
dove la fermentazione di fruttooligosaccaridi ha promosso un aumento delle
concentrazioni di spermina e putrescina. Nel gatto, la fermentazione di FOS,
pectine e galattooligosaccaridi ha favorito un aumento delle concentrazioni di
putrescina (Pinna et al.,, 2014) o cadaverina e putrescina (Barry et al., 2010),
mentre, nel cane, la supplementazione di due differenti diete per soggetti adulti
formulate con carni crude di bovino o di pollame con inulina e lieviti ha indotto un
aumento delle concentrazioni fecali di spermina (Beloshapka et al., 2012a).
Sempre nel cane, l'integrazione della dieta con FOS ¢ risultata promuovere
laumento dei livelli di triptamina e tiramina (Swanson et al., 2002a) e delle
concentrazioni di amine biogene totali (Propst et al., 2003). Diversamente da
quanto gia osservato, secondo uno studio condotto su cani adulti (Flickinger et al.,
2003a), la somministrazione di FOS attraverso la dieta non ha alterato le
concentrazioni fecali di putrescina e spermidina, mentre i valori di cadaverina e
spermina sono risultati ridotti dalla presenza del prebiotico.

Nel presente lavoro € stato osservato un miglioramento della digeribilita totale nei
cani riceventi le diete addizionate con FOS (85.5 vs. 83.5%). Numerosi Autori
hanno riportato un peggioramento della digeribilita della sostanza organica e di
quella proteica apparente associato al consumo di sostanze prebiotiche
(Beloshapka et al., 2012b; Diez et al., 1998a, 1998b, 1997; Flickinger et al., 2003a;
Hesta et al.,, 2003; Middelbos et al., 2007; Propst et al., 2003; Zentek et al.,
2002b) Secondo quanto riportato da Hesta et al. (2003) e da Karr-Lilienthal et al.
(2004), una maggiore escrezione di azoto fecale ¢ stata associata all'impiego di

oligosaccaridi nell’alimentazione dell'uomo e degli animali da compagnia, in
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quanto questi stimolano lo sviluppo microbico e il conseguente aumento della
massa batterica nelle feci; ne risulta, di conseguenza, un peggioramento della
digeribilita proteica apparente e, conseguentemente di quella totale. Tuttavia in
questo studio, e analogamente a quanto osservato da Twomey et al. (2003), non
sono stati osservati effetti dei FOS sulla digeribilita proteica delle diete
sperimentali. La migliore digeribilita osservata nei soggetti riceventi le diete
contenenti FOS & correlata allaumentata digeribilita delle ceneri grezze,
attribuibile ad un maggior assorbimento intestinale dei minerali indotto dal
consumo del prebiotico. L’aumentato assorbimento del calcio e del magnesio
osservato in questa prova € stato documentato anche da Beynen et al. (2002) in
cani riceventi oligofruttosio (10 g/kg di dieta) o lattulosio (1 e 3 g/MJ di energia
metabolizzabile; Beynen et al., 2001). In questa prova, I’assorbimento del fosforo
non € stato condizionato dalla presenza di oligosaccaridi, analogamente a quanto
riportato da Beynen et al. (2002, 2001).

Sembra infatti che il consumo di sostanze prebiotiche possa promuovere
l’assimilazione dei minerali attraverso numerosi meccanismi, quali un’aumentata
solubilita degli stessi in ambiente acido e una maggiore proliferazione degli
enterociti indotti dal’aumentata produzione di AGV da parte del microbiota, oltre
ad una aumentata espressione genica delle proteine leganti il calcio (Scholz-
Ahrens et al., 2007).

La somministrazione delle diete integrate con fruttooligosaccaridi ha determinato
un incremento di Escherichia coli, senza sortire effetti sulla numerosita dei batteri
totali e delle altre popolazioni. Diversi Autori hanno riportato come 'assunzione di
diete contenenti fruttooligosaccaridi possa esercitare effetti positivi sulla
microflora intestinale del cane (Middelbos et al., 2007; Swanson et al., 2002a),
contribuendo all'incremento di quelle specie batteriche considerate virtuose a
scapito di quelle considerate sgradite. Contrariamente a quanto osservato nel
presente studio, nel gatto la somministrazione di FOS ha determinato una
riduzione delle conte fecali di E. coli (Barry et al.,, 2010), mentre nel cane
I'integrazione della dieta con FOS (Howard et al., 2000; Strickling et al., 2000;
Willard et al., 2000) od oligofruttosio (Flickinger et al., 2003a) non ha avuto alcun
effetto sulle popolazioni fecali di coliformi.

Le diete ad alto titolo proteico, indipendentemente dal livello di digeribilita, non

hanno modificato il microbiota fecale dei cani del presente studio.
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Hang et al. (2012) hanno osservato la scomparsa degli ordini Lactobacillales e
Bacteroidales dalle feci dei cani in prova in seguito alla somministrazione di diete
ad elevato tenore proteico (609 g di PG per kg di dieta), mentre altri Autori
(Zentek, 1995a, 1995b, 1995¢) hanno riportato altri effetti negativi legati alla
somministrazione nel cane di diete altamente proteiche e di scarsa qualita, quali la
diminuzione delle conte di bifidobatteri e un aumento della concentrazione fecali
di Clostridium perfringens, probabilmente attribuibili all’aumentata quota di
proteina indigerita che giunge nel colon. Questultimo risultato € stato osservato
anche in cani riceventi diete contenenti proteine di origine animale (pollo e/
manzo) rispetto ai soggetti riceventi una dieta secca estrusa (Zentek et al., 2004).
Un recente studio condotto su gattini (8-16 settimane) alimentati con una dieta
moderatamente proteica (dieta LP, 34% di PG sulla SS) o con una dieta ad elevato
contenuto in proteina (dieta HP, 52% di PG sulla SS) ha mostrato importanti
cambiamenti del microbiota fecale attribuibili ai diversi regimi dietetici. Infatti,
una quota piu grande dei phyla Firmicutes, Fusobacteria e Proteobacteria ¢ stata
identificata nei gattini alimentati con la dieta HP rispetto ai soggetti riceventi la
dieta LP (Hooda et al., 2013).

I risultati ottenuti nel corso del presente studio hanno mostrato come I'impiego di
fruttooligosaccaridi nell’alimentazione del cane possa determinare un
miglioramento dell’assorbimento intestinale dei minerali. Tuttavia, la loro
presenza non sembra contrastare gli effetti negativi che diete ad alto tenore
proteico potrebbero avere sull’ecosistema intestinale dell’animale. Infatti, sulla
base dei presenti dati, e ipotizzabile come 'impiego di diete ricche di proteine,
tanto piu se poco digeribili, possa avere conseguenze negative sull’ambiente
intestinale, come una riduzione dell'umidita delle feci e l'aumento delle

concentrazioni di ammoniaca fecale.
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8 Valutazione in vitro degli effetti di un
estratto a base di tannini e di Yucca
schidigera sul microbiota intestinale del

gatto

8.1 Materiali e metodi

Quattro gatti adulti (femmine di razza europea; peso corporeo medio 4 kg; eta
media 5 anni) di proprieta di privati e viventi confinati in appartamento sono stati
alimentati per 4 settimane con una dieta secca commerciale per gatti adulti (COOP
Italia, Bologna, Italy), formulata con i seguenti ingredienti: cereali, carne e
sottoprodotti della carne, sottoprodotti di origine vegetale, pesci e sottoprodotti
dei pesci, estratti di proteine vegetali, olii e grassi, minerali e vegetali.

Le feci dei gatti sono state raccolte immediatamente dopo 1’escrezione, mescolate
tra loro e diluite 1:10 p/v in Wilkins Chalgren Anaerobe Broth (WCAB 0.5x; Oxoid,
Basingstoke, UK). L’'inoculo fecale cosi ottenuto € stato ulteriormente diluito in
terreno di arricchimento (100 ml/L), secondo quanto proposto da Sunvold et al.
(1995b; tabella 1) e dispensato in 5 boccette da 30 mL per ciascun trattamento.
Ciascuna boccetta conteneva il residuo indigerito della stessa dieta
precedentemente somministrata ai gatti donatori, sottoposta a digestione in vitro
secondo la metodica proposta da Vervaeke et al. (1989) e modificata (2 h di
incubazione con HCI, pepsina e lipasi gastrica seguita da 4 h di incubazione con
pancreatina e sali biliari) come descritto da Biagi et al. (2010a). La composizione
della dieta somministrata agli animali e del suo residuo indigerito € riportata nella
tabella 2.

Gli effetti di 4 trattamenti sono stati valutati: 1) dieta di controllo (CTRL) senza
nessuna aggiunta di substrati sperimentali; 2) estratto di Yucca schidigera
(Sintonyse, Sintofarm S.p.A., Guastalla, Italia); 3) tannini (Farmatan 75, tannini
estratti dal legno di castagno, Sintofarm S.p.A., Guastalla, Italia ); 4) associazione

Yucca + tannini.
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I substrati oggetto della prova sono stati aggiunti allinoculo fecale ad una
concentrazione finale di 0.1 g/L, 0.3 g/L e 0.1 g + 0.3 g/L per Yucca, tannini e
Yucca + tannini, rispettivamente. Il residuo indigerito della dieta e stato aggiunto
all'inoculo fecale in ragione di 20 g/L. La scelta di queste concentrazioni rispecchia
I’ammontare di substrato indigeribile che dovrebbe raggiungere il grosso intestino
qualora il soggetto assuma una dieta commerciale secca addizionata di un estratto
di tannini e Yucca alla concentrazione di 1.5 g/kg e 0.5 g/kg, rispettivamente.
Infatti, se consideriamo il coefficiente di digeribilita di un alimento
“superpremium” pari a 0.9 e assumendo che tutto il supplemento indigeribile
raggiunga il colon, il rapporto tra la quota indigerita della dieta e il supplemento
nel grosso intestino sara approssimativamente pari a 10:1.

Inoltre, per ciascuno studio, 5 ulteriori bottiglie sono state allestite quale controllo
negativo, contenenti il solo inoculo fecale e senza I'aggiunta di alcun substrato
sperimentale o di frazione indigerita della dieta. Il pH degli inoculi fecali & stato
regolato a 6.7; le bottiglie sono state quindi sigillate ermeticamente e poste a
incubare in atmosfera controllata (85% N, 10% CO. e 5% H.) per 24 h a 39 °C
allinterno di una camera anaerobica (Anaerobic System; Forma Scientific Co.,
Marietta, OH, USA). Campioni di liquido di fermentazione sono stati raccolti da
ciascuna bottiglia a 6 e 24 h, immediatamente congelati a -80 °C e destinati alle
successive analisi per la determinazione del pH, del’ammoniaca, degli acidi grassi
volatili e delle principali popolazioni batteriche. I campioni raccolti a 24 h sono
stati destinati anche all’analisi gascromatografica per la determinazione dei

composti volatili.

8.2 Analisi chimiche e microbiologiche dei campioni

Le analisi sulla dieta secca estrusa, sulla farina di carne e sulle frazioni indigerite
delle diete sono state condotte seguendo le metodiche standard AOAC (AOAC,
2000; Metodo 954.01 per la proteina grezza, Metodo 920.39 per i lipidi grezzi,
Metodo 920.40 per 'amido, Metodo 942.05 per le ceneri grezze, Metodo 962.09
per la fibra grezza). Le frazioni fibrose sono state determinate secondo la metodica
proposta da Van Soest et al. (1991). L’ammoniaca ¢ stata determinata mediante
I'impiego di un apposito kit commerciale (Urea/BUN—Color, BioSystem S.A.,
Barcellona, Spagna). Gli acidi grassi volatili sono stati determinati mediante

gascromatografia, secondo la metodica descritta da Biagi et al. (2006).
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La determinazione dei composti volatili ¢ stata effettuata secondo il metodo
suggerito da Ahmed et al. (2013). Per la determinazione dei composti volatili &
stata utilizzata la tecnica di micro-estrazione in fase solida dello spazio di testa
(HS-SPME) seguita da una analisi gascromatografica e rivelazione mediante
spettrometro di massa (GC-MS). La tecnica prevede una prima fase di
concentrazione/estrazione dei componenti volatili a livello del rivestimento della
fibra ed una fase di desorbimento degli analiti concentrati dal rivestimento alla
strumentazione analitica (gascromatografo). Per questa tipologia d’analisi e stata
utilizzata una fibra trifasica che permette di adsorbire sostanze con vasto range di
polarita (acidi, alcoli, terpeni, idrocarburi, ecc.). Un mL di fermentato €& stato
inserito direttamente in vials ambrati di 7 mL di capacita (Supelco, Sigma Aldrich,
St. Louis, MO, USA), le quali sono state subito chiuse ermeticamente. Il campione
e stato posto su agitatore termico, ad una temperatura di 60°C per 60 min, per
favorire il trasferimento dei composti volatili nello spazio di testa delle vials dove
la fibra e stata poi esposta per 10 min. La microfibra utilizzata era di tipo SPME, 2
cm 23-Gauge e spessore 50/30 um (Supelco, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA).
La fase di assorbimento ha previsto una temperatura di 55 °C per 45 min. Una
volta conclusa la fase di assorbimento, la fibra € stata nuovamente riportata
all'interno della protezione ed inserita per 10 min nell'iniettore del
gascromatografo (a 250 °C), dove gli analiti concentrati sono stati desorbiti. Dopo
10 min di desorbimento, la fibra e stata riposta nella sua protezione e rimossa
dall'iniettore.

La successiva separazione dei composti volatili € stata fatta attraverso 'impiego di
un gascromatografo con colonna Supelcowax TM10 (30 m x 0.25 mm X 0.25 pm
1.D; Supelco, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). La fase mobile era costituita da
elio, regolato ad un flusso di 1.0 mL/min. La temperatura del forno & stata
programmata a 45 °C per 10 min, successivamente incrementata fino a 200 °C a 3
°C/min, per concludersi con un’isoterma finale di 10 min.

Lo spettrometro di massa impiegato per la successiva quantificazione dei composti
volatili € stato impostato con una temperatura della sorgente ionizzante pari a 230
°C, una temperatura di interfaccia I/F di 210 °C, un voltaggio del detector pari a
1,03 KV ed un intervallo di acquisizione pari a 33-400 (m/z).

L’acquisizione dei dati € stata effettuata mediante il software GC-MS Solution

(Shimadzu, Kyoto, Giappone).
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L’estrazione del DNA batterico € stata condotta sui campioni di liquido di
fermentazione prelevati a 6 e 24 h, secondo la metodica descritta da Condezo-
Hoyos et al. (2014). Brevemente, 2 mL di liquido di fermentazione sono stati
centrifugati a 15'000g per 5 min a 4 °C allo scopo di raccogliere il pellet contenente
le cellule batteriche e separare il surnatante da destinare all’analisi dei composti
volatili secondo la metodica sopra descritta. Il DNA batterico ¢ stato estratto dal
pellet mediante apposito kit commerciale (QIAamp Fast DNA Stool Mini-Kit;
QIAGEN GmbH, Hilden, Germany) seguendo il protocollo del produttore. La
concentrazione e la purezza del DNA estratto sono state misurate mediante
spettrofotometro (NanoDrop 1000; Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA); si &
quindi proceduto ad uniformare tutti i campioni alla medesima concentrazione di
DNA (50 ng/pl).

Le popolazioni batteriche di Escherichia coli, Bifidobacterium spp., Lactobacillus
spp. ed Enterococcus spp. sono state quantificate mediante qPCR attraverso I'uso
di primer specifici (tabella 22). L’amplificazione e la quantificazione del DNA
genomico e stata eseguita mediante termociclatore CFX96 Touch (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA). L’amplificazione e stata eseguita in duplicato per ciascun
gruppo batterico; il protocollo € stato ottimizzato per un volume di reazione di 15
ul, contenente 7.5 ul di 2X SensiFAST No-ROX PCR Master Mix (Bioline GmbH,
Luckenwalde, Germany), 4.8 ul di acqua priva di nucleasi, 0.6 pl di ciascun primer
(concentrazione di 10 pmol) e 1.5 ul di DNA genomico.

Il ciclo di amplificazione ¢ stato il seguente: denaturazione a 95°C per 2 min, 95°C
for 5 s, appaiamento dei primers a 55—61°C per10 s ed estensione a 72°C per 8 s. 1l

ciclo e stato ripetuto 40 volte.
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Tabella 22 - Popolazioni batteriche oggetto del presente studio

Target Primer Sequenza (5'-3") Fonte

Escherichia coli E.coli F GTTAATACCTTTGCTCATTGA (Malinen, 2003)
E.coliR ACCAGGGTATCTAATCC TGTT

Bifidobacterium spp. g-Bifid-F CTCCTGGAAACGGGTGG (Matsuki et al., 2002)
g-Bifid-R GGTGTTCTTCCCGATATCTACA

Lactobacillus spp. Lab-o0159 GGAAACAG(A/G)TGCTAATACCG (Collier et al., 2003)

Univ-0515 ATCGTATTACCGCGGCTGCTGGCA
Enterococcus spp. EnteroF CCCTTATTGTTAGTTGCCATCATT (Rinttila et al., 2004)

EnteroR ACTCGTTGTACTTCCCATTGT

8.3 Analisi statistica dei dati

I risultati sono stati sottoposti ad analisi statistica mediante ANOVA a 2 vie, con
tannini e yucca come effetti principali. Le differenze tra i gruppi sono state
analizzate mediante il test di Newman-Keuls e ritenute significative per P < 0.05.
Ciascuna bottiglia ha rappresentato una singola unita sperimentale. Tutte le analisi
statistiche sono state eseguite mediante il software Statistica 10.0 (Stat Soft Italia,

Padova, Italia).

8.4 Risultati

I risultati relativi ai valori di pH e di ammoniaca rilevati nei campioni di liquido di
fermentazione prelevati dopo 6 e dopo 24 h dall’inizio della prova sono riportati in
tabella 23.

L’analisi statistica dei dati relativi ai prelievi effettuati a 6 h ha permesso di
evidenziare una lieve diminuzione del pH nei campioni contenenti la yucca (P =
0.021). Tale effetto non si e, tuttavia, mantenuto, ad opera di tale substrato, fino al
termine delle 24 ore di fermentazione. Al contrario, al termine di quest’ultima, un
modesto innalzamento del pH si € registrato nei campioni contenenti i tannini (P <
0.0001).

Per quanto concerne le concentrazioni di ammoniaca nei campioni di liquido di
fermentazione, non sono stato evidenziati effetti significativi in nessuno dei due

tempi di prelievo previsti dal protocollo sperimentale.
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I risultati relativi alla determinazione degli acidi grassi volatili rilevati nei
campioni prelevati dopo 6 e 24 h dall’inizio della fermentazione sono riportati in
tabella 24 e tabella 25 ed espressi, rispettivamente, come concentrazione
(mmol/L) e come % sul totale degli acidi grassi. Per quanto riguarda gli effetti sugli
acidi grassi volatili, la presenza della yucca ha determinato una diminuzione delle
concentrazioni di acido acetico (P = 0.010), acido n-valerico (P = 0.006) e degli
acidi grassi volatili totali (P = 0.052) dopo 6 ore di fermentazione. Sempre dopo 6
h di incubazione, la yucca ha evidenziato una diminuzione della percentuale di
acido n-valerico (P = 0.021).

Per quanto riguarda i tannini, & stato rilevato come essi abbiano portato ad una
diminuzione significativa delle concentrazioni di acido propionico a 6 ore
dall'inizio della prova (P = 0.010) e di quella dell’acido acetico (P < 0.05),
dell’acido propionico (P < 0.0001), dell’acido isovalerico (P = 0.039) e degli acidi
grassi volatili totali (P = 0.002) a 24 ore dall’inizio della prova.

Gli stessi tannini hanno, inoltre, influenzato la composizione percentuale di alcuni
acidi grassi sul totale; in particolare, ¢ stata registrata sia a 6 che a 24 ore di
fermentazione una diminuzione significativa della percentuale di acido propionico
(P = 0.028 e 0.004, rispettivamente). Inoltre, dopo 6 ore dall’inizio della prova, si
€ osservato, sempre ad opera dei tannini, un incremento della percentuale di n-
butirrato (P = 0.015), mentre al termine della fermentazione ¢ stato possibile
rilevare un aumento significativo della presenza di acido n-valerico (P < 0.05)
rispetto al totale degli acidi grassi volatili.

Per quanto riguarda i composti volatili, fra le 67 molecole preliminarmente
identificate, ne sono state selezionate e considerate solamente 11, sulla base del
loro significato biologico, nonché del loro ammontare e della loro presenza in tutti
i campioni di inoculo fecale prelevati al termine delle 24 h di incubazione. I valori
medi relativi a tali composti, espressi come media delle aree dei corrispondenti
picchi cromatografici per mL di liquido di fermentazione, sono riportati in tabella
26. Sia tannini, yucca o la loro interazione hanno evidenziato un significativo
decremento dell’acido solfidrico nei rispettivi campioni (rispettivamente P =
0.046, 0.012 e 0.002). Accanto ad un incremento determinato dalla presenza dei
tannini sull’entita del p-cresolo (P = 0.003), € stata osservata una tendenza da
parte di questi ultimi e della loro interazione con la yucca a diminuire il dimetil

solfuro (P = 0.102 e 0.072, rispettivamente).
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I dati relativi alla numerosita delle popolazioni batteriche di interesse sono
riportati in tabella 27.

Le analisi microbiologiche hanno permesso di evidenziare una tendenziale
diminuzione della popolazione dei lattobacilli in presenza dei tannini a 24 h di
fermentazione. Gli effetti derivanti dalla presenza dei tannini o dall’interazione
tannini+yucca sulla popolazione di enterococchi a 6 h di prova risultano, invece,

alquanto difficili da interpretare.
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Tabella 23 — Valori medi di pH e concentrazioni di ammoniaca (mmol/L) dopo 6 e 24 h di
incubazione di un inoculo fecale di gatto in presenza di yucca e tannini

ANOVA P
CTRL Tannini Yucca Tannclég * Tannini
yu Tannini Yucca
X yuceca
6 h
pH 6.28 6.28 6.24 6.26 0.337 0.021 0.372
NH;, mmol/L 33-4 34-9 34.0 33-5 0.571 0.664 0.233
24 h
pH 6.10 6.14 6.05 6.17 <0.0001 0.344 0.004
NH3, mmol/L 52.2 50.9 48.7 52.0 0.777 0.744 0.536
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Tabella 24 - Concentrazione media in acidi grassi volatili (mmol/L) dei campioni di liquido di fermentazione dopo
6 e 24 h dall’inizio della prova nei 4 gruppi sperimentali esaminati.

ANOVA P
CTRL Tannini Yucca Tannini + . .
yueea Tannini Yucca Tannini
x yucca
6h
A. acetico 14.8 13.3 12.7 12.1 0.082 0.010 0.385
A. propionico 7.09 6.51 7.16 5.99 0.010 0.446 0.335
A. isobutirrico 0.53 0.39 0.51 0.53 0.583 0.602 0.498
A. n-butirrico 7.54 7.96 7.58 7.49 0.666 0.558 0.489
A. isovalerico 0.63 0.65 0.62 0.68 0.646 0.894 0.788
A. n-valerico 0.38 0.32 0.25 0.24 0.348 0.006 0.455
AGYV totali 31.0 20.1 28.8 27.1 0.092 0.052 0.942
24 h
A. acetico 24.2 22.4 23.6 21.7 0.044 0.451 0.961
A. propionico 12.7 10.6 12.8 10.0 <0.0001 0.681 0.393
A. isobutirrico 1.21 1.21 1.11 1.10 0.974 0.383 0.987
A. n-butirrico 10.1 9.68 9.86 9.29 0.095 0.292 0.718
A. isovalerico 2.01 1.95 2.26 1.80 0.039 0.686 0.108
A. n-valerico 2.29 3.03 2.60 3.12 0.109 0.599 0.774
AGYV totali 52.5 48.9 52.3 47.1 0.002 0.422 0.497
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Tabella 25 - Composizione percentuale media in acidi grassi volatili (%) dei campioni di liquido di fermentazione
dopo 6 e 24 h dall’inizio della prova nei 4 gruppi sperimentali esaminati.

ANOVA P
CTRL Tannini Yucca ~ lannini+ .
yueea Tannini Yucca Tannini
X yucca
6 h
A. acetico 47.9 45.7 44.0 44.9 0.658 0.129 0.286
A. propionico 22.9 22.3 24.9 22.1 0.028 0.216 0.122
A. isobutirrico 1.72 1.35 1.79 1.92 0.747 0.388 0.510
A. n-butirrico 24.3 27.3 26.3 27.7 0.015 0.157 0.303
A. isovalerico 1.99 2.22 2.15 2.48 0.218 0.344 0.815
A. n-valerico 1.21 1.10 0.85 0.90 0.771 0.021 0.419
24h
A. acetico 46.1 45.9 45.1 46.1 0.672 0.677 0.494
A. propionico 24.2 21.6 24.6 21.3 0.004 0.974 0.684
A. isobutirrico 2.28 2.47 2.11 2.34 0.325 0.490 0.914
A. n-butirrico 19.2 19.8 18.9 19.7 0.278 0.760 0.845
A. isovalerico 3.85 3.99 4.36 3.81 0.457 0.540 0.221
A. n-valerico 4.32 6.19 4.94 6.63 0.024 0.467 0.900
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Tabella 26 - Valori medi relativi alle aree dei picchi cromatografici dei principali composti

volatili identificati nei campioni prelevati dopo 24 h di fermentazione nei 4 gruppi sperimentali

ANOVA P

CTRL Tannini Yucca Tannini + ..

yucea Tannini Yucca Tannim

X yucca
Acido solfidrico 14143 5927 4953 7031 0.046 0.012 0.002
Carbon disulfuro 59265 35099 38484 38472 0.236 0.388 0.236
Dimetil solfuro 172375 46369 50754 57407 0.102 0.127 0.072
Disolfuro dimetile 2448607 1569462 1224014 1727511 0.663 0.226 0.123
1-butanolo 1850492 2051708 3302807 2625415 0.709 0.127 0.494
Iso-pentanolo 1852363 1731672 2020665 2518072 0.605 0.200 0.399
1-exanolo 2561443 1049363 757485 803385 0.351 0.198 0.322
Dimetil trisolfuro 4146557 3948041 2470641 4230345 0.519 0.569 0.421
Fenolo 222162 266519 245400 337082 0.455 0.605 0.793
p-cresolo 1166288 1851694 1190442 1739646 0.003 0.805 0.702
Indolo 5716159 4990667 5361532 5474957 0.667 0.927 0.556
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Tabella 27 - Popolazioni batteriche determinate nei liquidi di fermentazione dopo 6 e 24 h di
incubazione (log copie dsDNA/mL)

ANOVA P
CTRL Tannini Yucca Tannini + ..
yucea Tannini Yucca Tannimi x
yucca
6 h

Lactobacillus spp. 8.63 7.67 7.87 7.83 0.153 0.368 0.181
Enterococcus spp. 6.13 7.82 9.42 3.87 0.105 0.769 0.008
Bifidobacterium spp. 2.70 1.51 1.09 1.60 0.154 0.160 0.119
E. Coli 8.26 7.21 7.00 7.29 0.311 0.132 0.092

24 h
Lactobacillus spp. 7.18 6.46 6.65 6.27 0.122 0.294 0.611
Enterococcus spp. 7.53 7.84 5.66 7.64 0.245 0.290 0.388
Bifidobacterium spp. 2.39 1.39 1.46 1.16 0.228 0.278 0.512
E. Coli 6.32 5.53 5.62 5.32 0.259 0.335 0.603
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8.5 Discussione

I risultati scaturiti dal presente studio hanno condotto ad alcune interessanti
osservazioni.

Per quanto concerne le analisi chimiche sui campioni di liquido di fermentazione,
l’analisi statistica dei dati raccolti durante la prova ha permesso di evidenziare
alcuni effetti derivanti dalla presenza dei due substrati presi in esame, tannini e/o
yucca, sul pH. In particolare, € stato possibile rilevare una diminuzione di tale
parametro nei campioni contenenti la yucca, prelevati a 6 h. Tale effetto non si
sarebbe, tuttavia, mantenuto, ad opera di tale substrato, fino al termine delle 24
ore di prova. Al contrario, un innalzamento del pH, per quanto molto modesto, si &
registrato in tutti i campioni contenenti i tannini prelevati alla fine della
fermentazione. Se da un lato i risultati sopra menzionati e riguardanti la yucca
non risultano associati ad un aumento delle concentrazioni di acidi grassi volatili (i
quali risultano, al contrario, significativamente diminuiti negli stessi campioni,
ovvero in quelli prelevati a 6 h dallinizio della prova), i tannini hanno invece
evidenziato, accanto all'incremento del pH sopra descritto a 24 h di prova, una
contemporanea diminuzione della concentrazione degli acidi grassi volatili totali.
Una diminuzione dei valori di pH a livello intestinale a seguito della
somministrazione di substrati indigeribili potrebbe infatti derivare da un
incremento della produzione di acidi grassi a corta catena, conseguentemente
all’aumento dell’attivita fermentativa di origine microbica, cosi come € gia stato
osservato nel corso di altri studi condotti in vitro in riferimento alle specie
d’affezione, a seguito della fermentazione di fibre solubili (Bueno et al., 2000;
Sunvold et al., 1995¢).

Per quanto concerne la concentrazione del’'ammoniaca nei campioni di liquido di
fermentazione, nel presente studio non si sono evidenziati effetti particolari in
nessuno dei gruppi sperimentali.

Secondo due studi condotti sui broiler, I'integrazione della dieta con un estratto di
Yucca schidigera (120 mg/kg di dieta) ha contribuito a ridurre i livelli di
ammoniaca all'interno dei ricoveri degli animali (Amon et al., 1997; Cabuk et al.,
2004). Al contrario, da prove condotte sul coniglio, ratto e specie avicole ¢ emerso
come la somministrazione di Yucca schidigera con la dieta non ha avuto alcuna

influenza sulle concentrazioni fecali di ammoniaca (Balog et al., 1994; Chrenkova
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et al., 2012; Killeen et al., 1998a; Preston et al., 1987, 1985). Secondo Hussain et al.
(1996), l'estratto di Yucca schidigera consente di ridurre le concentrazioni di
ammoniaca nel cieco del coniglio, in virtu della presenza di glicosidi terpenici quali
saponina e sarsaponina, capaci di legarsi con 'ammoniaca originatasi dalle
fermentazioni batteriche intestinali.

In cani e gatti, tuttavia, risultano ad oggi mancanti dati scientifici a testimonianza
di una effettiva azione di contenimento di tale composto tossico a livello intestinale
da parte di tannini e yucca.

In generale, appare comunque evidente come l'effetto di una sostanza sulla
concentrazione di ammoniaca, cosi come sul pH a livello intestinale, sia
influenzato da numerosi fattori, tra cu il tipo di animale valutato (specie ed eta),
nonché fattori estrinseci a quest'ultimo come la dieta e 'ambiente.

Per quanto riguarda gli effetti sugli acidi grassi volatili, tannini e yucca hanno
dimostrato un certo effetto modulatorio sulla concentrazione e sul rapporto di tali
composti sui campioni di liquido di fermentazione, con risultati a volte piuttosto
difficili da interpretare.

La presenza della yucca ha evidenziato una diminuzione delle concentrazioni di
acido acetico, acido n-valerico e degli acidi grassi volatili totali dopo 6 ore di
fermentazione. Sempre nei campioni relativi a tale tempo di prelievo, per quanto
riguarda la composizione percentuale dei singoli acidi grassi volatili sul totale, la
yucca ha evidenziato altresi una diminuzione della percentuale di acido n-valerico.
Per quanto riguarda i tannini, € stata osservata una tendenza alla riduzione
dell’acido acetico (14.8 vs. 13.3 mmol/L per CTRL e tannini, rispettivamente; P =
0.082) e una riduzione significativa dell’acido propionico (7.09 vs. 6.51 mmol/L
per CTRL e tannini, rispettivamente; P = 0.010) al termine delle 6 h di
fermentazione negli inoculi contenenti il substrato.

Al termine delle 24 h di fermentazione é stato rilevato come la presenza di tannini
abbiano portato ad una diminuzione significativa della concentrazione di acido
acetico, acido propionico, acido isovalerico e a acidi grassi totali. Quest’ultimo
rilievo trova una corrispondenza, peraltro, con il lieve incremento del pH osservato
negli inoculi fecali contenenti tannini. E noto come i tannini esercitino un certo
effetto inibitore sui batteri produttori di acido acetico (Bravo et al., 1994), a
conferma di quanto osservato in questo studio. Tuttavia, da una prova condotta sul

ratto € emerso come l'inclusione nella dieta di acido tannico, derivato dall’idrolisi
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dei tannini, abbia determinato un incremento delle concentrazioni nel contenuto
ciecale di acetato e butirrato, senza influire su quelle di propionato (Barszcz et al.,
2011).

I tannini hanno, inoltre, evidenziato un effetto in termini di variazione della
composizione percentuale di alcuni acidi grassi sul totale; in particolare, & stata
registrata sia a 6 che a 24 ore di fermentazione una diminuzione significativa della
percentuale di acido propionico. Dopo 6 ore dall’inizio della prova si € inoltre
osservato, sempre nei campioni contenenti i tannini, un incremento della
percentuale di acido n-butirrico, mentre al termine della fermentazione € stata
osservata una tendenza all’aumento della presenza di acido n-valerico.

Nel presente studio non & stato possibile rilevare alcun incremento della
concentrazione di acido n-butirrico da parte di tannini o yucca. Infatti,
I'incremento operato dai tannini sulla percentuale di tale molecola rispetto al
totale di acidi grassi volatili rilevati a 6 ore di fermentazione non ha realmente
alcun significato, in quanto si tratta di una variazione da rapportare al totale degli
acidi grassi volatili, che risultano peraltro diminuiti da tale substrato al termine
delle 24 h di fermentazione.

La diminuzione di acido acetico, di acido propionico e degli acidi grassi volatili
totali riscontrata ad opera dei tannini sui campioni prelevati alle 24 ore di
fermentazione e, solo in modo tendenzialmente significativo, su quelli prelevati
dopo 6 ore, in termini di concentrazione assoluta, puo essere interpretata come
conseguenza di un effetto inibitorio sulle attivita metaboliche della microflora
intestinale. E plausibile pertanto ipotizzare come nel corso della presente
fermentazione in vitro, i tannini abbiano espresso, anche se solo parzialmente,
un’azione antibatterica, la quale si € manifestata, non tanto con una riduzione delle
conte batteriche, come verra discusso di seguito, quanto piuttosto su una riduzione
di tali composti organici derivanti dal metabolismo batterico. In letteratura, infatti,
esistono numerose evidenze scientifiche a testimonianza degli effetti antibatterici
dei composti polifenolici (Akiyama, 2001; Daglia, 2012).

Un altro dato interessante emerso nel corso del presente studio € consistito nella
diminuzione ad opera dei tannini della concentrazione dell'acido isovalerico.
Coerentemente con quanto da noi osservato, nel corso di uno studio condotto in
vitro con inoculo ciecale di suinetto € stata osservata una riduzione delle

concentrazioni di acido isobutirrico e isovalerico, oltre ad un calo dei livelli di
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ammoniaca nel liquido di fermentazione, benché i dosaggi utilizzati fossero di gran
lunga superiori a quello impiegato nella presente indagine (Biagi et al., 2010b).
Sebbene nel corso del presente studio le concentrazioni di ammoniaca non siano
state influenzate da alcun trattamento, questi dati sembrano ad ogni modo
suggerire come i tannini siano in grado di limitare le reazioni di tipo proteolitico
che hanno luogo nell’intestino crasso degli animali. Tuttavia, nel gia citato studio
condotto sul ratto, la somministrazione di tannini ha indotto un aumento delle
concentrazioni degli acidi grassi a catena ramificata (Barszcz et al., 2011). Le
proprieta antinutrizionali dei polifenoli, soprattutto quelle a scapito della matrice
proteica, sono ben note: € stato infatti osservato come la presenza nella dieta di
tannini riduca significativamente la digeribilita della quota proteica della dieta e
incrementi la presenza di sostanze azotate indigerite nel grosso intestino, con
conseguente aumento dell’attivita proteolitica microbica (Barszcz et al., 2011; Blytt
et al., 1988; Liener, 1994).

Nell’ambito del presente studio & stato possibile evidenziare solo una limitata
modulazione della composizione della microflora batterica. In particolare, ¢ stata
rilevata una tendenziale e modesta riduzione dei lattobacilli operata da parte dei
tannini a 24 h di prova. Anche nel gia citato studio in vitro condotto da Biagi et al.
(2010Db), I'impiego di un estratto di tannini porto all’evidenza di una significativa
diminuzione dei lattobacilli, oltre ad un incremento delle conte di enterococchi e
coliformi. Nella successiva prova in vivo condotta dagli stessi Autori, tuttavia,
I'integrazione con tannini non sorti alcun effetto sulle conte microbiche a livello di
contenuto ciecale degli animali. Alcune tipologie di tannini, inoltre, avrebbero
manifestato, nell’ambito di studi condotti in vitro, un effetto inibitorio nei
confronti di C. perfringens o di alcune delle sue tossine (Ahn et al., 1998; Elizondo
et al., 2010), oltre che su ceppi patogeni di Staphylococcus aureus (Ahn et al.,
1998), Helicobacter pylori (Funatogawa et al., 2004) e di E. coli (Yao et al., 2006).
Quest’ultimo rilievo, tuttavia, non e stato osservato nel presente studio.

Per quanto riguarda gli effetti della yucca, essa non ha influenzato in alcun modo le
popolazioni batteriche prese in esame. In virtu della presenza di saponine, agli
estratti di Yucca schidigera sono state attribuite proprieta antibatteriche, sia sulle
popolazioni dei prestomaci dei ruminanti (Wang et al., 2012) che sulle popolazioni

del grosso intestino del suino (Killeen et al., 1998b).
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Per quanto riguarda l'effetto decisamente discordante operato dai tannini e dalla
yucca sulle popolazioni di enterococchi, cosi come emerso dall’analisi statistica dei
dati, risulta piuttosto difficile attribuire a ci0 una spiegazione logica. Tale
popolazione batterica, oltretutto, risulta alquanto controversa. A tale genere,
appartengono, infatti, sia microorganismi “benefici”, usati comunemente nei
preparati probiotici disponibili in commercio ad uso umano e veterinario, con
evidenze scientifiche a supporto della loro efficacia anche in termini di inibizione
nei confronti di batteri patogeni e di miceti produttori di micotossine (Bybee et al.,
2011; Gonzalez-Ortiz et al., 2013; Juri et al., 2013; Vahjen e Manner, 2003), che
ceppi responsabili di infezioni a carico di diversi distretti dell’organismo, dotati di
un’innata resistenza a diverse classi di antibiotici (Agudelo Higuita e Huycke,
2014). Alla luce di tutto questo, un decremento degli enterococchi operato da
substrati, fibrosi e non, di origine alimentare non pud necessariamente essere
interpretato in modo univocamente negativo o positivo e viceversa.

Nel corso della presente indagine sono stati rilevati numerosi composti volatili nei
campioni di liquido di fermentazione esaminati. Fra questi, le 11 molecole
selezionate per la successiva analisi statistica, in virtu del loro particolare
significato biologico e della loro elevata quantita nei campioni, hanno in parte
evidenziato una variazione ad opera dei due substrati considerati.

In particolare, la significativa diminuzione della presenza di acido solfidrico
osservata sia in presenza dei tannini, che della yucca (e anche nel caso della loro
interazione), oltre al tendenziale contenimento di dimetil solfuro da parte dei
tannini, costituiscono effetti certamente positivi sull’habitat intestinale. Infatti,
alcuni composti volatili originari dei processi putrefattivi a livello colico ad opera
dei batteri solfito-riduttori (Le et al., 2005; Tangerman, 2009) sembrano associati
a patologie enteriche quali la colite ulcerativa (Levine et al., 1998; Pitcher e
Cummings, 1996) e 'IBD (Roediger et al., 1993); inoltre, sembrano rivestire un
ruolo nella sindrome uremica e nella genesi di patologie tumorali a carico di
vescica e intestino (Hughes et al., 2000; Muir et al., 1998). Per quanto riguarda le
specie d’affezione, uno studio condotto da Lowe e Kershaw (1997) ha messo in luce
un miglioramento della consistenza e dell'odore fecale in seguito all’integrazione
della dieta di cani e gatti con un estratto di Yucca schidigera alla dose giornaliera,
rispettivamente, di 250 e 125 mg/kg. I risultati delle analisi dei composti volatili

sui campioni fecali raccolti nell’ambito di tale studio, pubblicati da Lowe et al.
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(1997), hanno evidenziato, inoltre, come al di la dell’estrema variabilita fra i
soggetti, si fosse verificata una diminuzione della concentrazione di metil-solfuro
successivamente all’integrazione dietetica con tale substrato. Un altro lavoro
condotto sulla specie canina ha confermato la capacita da parte della yucca di
contenere del 38% la produzione di acido solfidrico emesso dai soggetti in prova
(Giffard et al., 2001).

Per quanto riguarda il fenolo e I'indolo, né i tannini né la yucca hanno evidenziato
effetti modulatori su tali componenti, anch’essi derivanti dal metabolismo
batterico della tirosina e del triptofano. Anche tali molecole risultano
potenzialmente tossiche, in quanto e stato loro riconosciuto un ruolo
nell’eziopatogenesi del cancro al colon e alla vescica (Bone et al., 1976; Macfarlane
et al., 1986). Per quanto riguarda il p-cresolo, derivante come il fenolo, dalla
degradazione della tirosina, € stato evidenziato un incremento della molecola negli
inoculi fecali contenenti tannini. Tale rilievo non € sicuramente interpretabile in
chiave positiva, considerando il ruolo del p-cresolo nell’eziopatogenesi della
sindrome uremica (Bammens et al., 2006; Meijers et al., 2009).

Alcuni studi riportati in letteratura finalizzati alla valutazione delle proprieta
prebiotiche e “anti-proteolitiche” di substrati per lo piu di natura fibrosa hanno
evidenziato effetti contrastanti sui composti volatili di origine putrefattiva.

In una prova condotta sul gatto € stato osservato come la supplementazione della
dieta con FOS comportasse un incremento della concentrazione fecale di 4-metil
fenolo, indolo e ammoniaca, con un conseguente incremento dell’intensita
dell’odore fecale, verosimilmente attribuibile ad un aumento delle fermentazioni a
livello intestinale (Barry et al.,, 2010). In un precedente studio di Barry et al.
(2009) sulla specie canina € stato rilevato come, al contrario, la concentrazione
fecale di fenolo diminuisse linearmente con 'aumento dell’integrazione della dieta
con inulina, mentre l'indolo non risultasse influenzato dalla presenza del
prebiotico.

In numerosi lavori condotti sugli animali d’affezione I'integrazione delle diete con
fruttooligosaccaridi non si € rivelata una strategia efficace nel controllare e limitare
la produzione di composti volatili fenolici, indolici e di composti solforati
maleodoranti (Flickinger et al., 2003a; Hesta et al., 2005; Propst et al., 2003;

Swanson et al., 2002b).
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Tuttavia, per interpretare tali risultati, a volte apparentemente contrastanti, e
necessario tener conto di come non sempre negli studi disponibili in letteratura sia
stato possibile identificare i composti volatili in tutti i campioni esaminati, oltre al
fatto che sono state avanzate ipotesi su possibili interazioni fra le diverse molecole
a livello intestinale, in grado di alterare i risultati (Hesta et al., 2005).

Ad ogni modo, I'impiego di Yucca schidigera e tannini quali supplementi alla dieta
di cani e gatti trova un certo interesse in virtu delle evidenze scaturite in seguito a
prove condotte per lo piu su specie di interesse zootecnico, sulla capacita di ridurre
la produzione di composti volatili responsabili del cattivo odore delle deiezioni
(ammoniaca, acido solfidrico e composti solforati, ad esempio), con un
conseguente giovamento in termini di impatto ambientale degli allevamenti
(Nazeer et al., 2002).

In definitiva, le evidenze scientifiche disponibili in letteratura, cosi come i risultati
scaturiti dal presente studio, sottolineano la necessita di ulteriori approfondimenti
per comprendere meglio i potenziali effetti modulatori sulla microflora intestinale
da parte di estratti di Yucca schidigera e tannini, con particolare riferimento alle
specie d’affezione.

Nel presente studio sono stati previsti dosaggi inferiori dei due substrati rispetto a
quelli comunemente impiegati nelle indagini in vitro e in vivo disponibili in
letteratura. Tuttavia, le concentrazioni utilizzate durante la presente prova
rispecchiano quelle effettivamente impiegabili nell’alimentazione delle diverse
specie animali, in particolare di quelle d’affezione (corrispondenti ad integrazioni
nei mangimi pari, al massimo, all’'1-2% della dieta), oltre alle quali le conseguenze
in termini di appetibilita e digeribilita delle diete non sarebbero tollerabili per la

salute e per la corretta gestione alimentare dell’animale.
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O Effetti di dosi crescenti di Ilattosio sul

benessere intestinale del cane

9.1 Materiali e metodi

La prova e stata condotta avvalendosi di 14 cani adulti e in buono stato di salute,
regolarmente vaccinati e sottoposti a trattamento antiparassitario (Drontal Plus,
Bayer S.p.A., Milano, Italia), di eta compresa tra 1 e 5 anni e di peso corporeo
medio 20.4 kg. Tutti i soggetti in prova non hanno manifestato problematiche di
tipo gastroenterico e non hanno assunto sostanze antibiotiche nell’anno
precedente l'inizio della sperimentazione. Gli animali, di proprieta di privati,
durante la prova hanno continuato a rimanere sotto le cure del rispettivo
proprietario.

Gli animali sono stati alimentati con una dieta commerciale secca estrusa per cani
adulti (EffeEffe Petfood S.p.A., Pieve di Porto Morone, Italia; tabella 22). La dieta e
stata formulata mediante I'impiego dei seguenti ingredienti: carni disidratate
(pollo 25%), riso 15%, granoturco, frumento, grasso animale, farina di aringhe,
semi di lino, olio di girasole, ovoprodotti essiccati, sodio fosfato, cloruro di
potassio, cloruro di sodio, vitamine e minerali. La dieta non conteneva fonti
significative di fibra solubile né tantomeno sostanze prebiotiche in quantita tali da
poter nascondere le eventuali differenze tra trattamenti. Quando previsto, la dieta
¢ stata addizionata di livelli crescenti di lattosio alimentare in polvere (lattosio
99% minimo; Brenntag S.p.A., Milano, Italia). Inoltre, la dieta ¢ stata addizionata
dello 0.5% di silice colloidale, impiegata come marker indigeribile ai fini della
stima della digeribilita dei nutrienti.

Durante i primi 20 giorni (giorni 1-20) dall’inizio della prova gli animali hanno
assunto il solo mangime secco senza aggiunta di supplementi. Durante i successivi
60 giorni ciascun animale ha ricevuto dosi crescenti di lattosio a intervalli di 20
giorni ciascuna (0.5 g/d per kgo75 nei giorni 21-40; 1 g/d per kgo75 nei giorni 41-
60; 2 g/d per kgo7s nei giorni 61-80). La dose giornaliera di lattosio e stata
suddivisa e mescolata equamente per ciascun pasto. La quantita di alimento che
ciascun cane ha ricevuto giornalmente ¢ stata calcolata individualmente sulla base

dei fabbisogni energetici dell’animale.
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I fabbisogni energetici di ciascun cane sono stati calcolati secondo la seguente

equazione:
kcal al giorno = 132 x kg peso corporeo®:75 (Case et al., 2011)

attribuendo alla dieta, secondo i fattori di Atwater modificati per il cane, 3.5 kcal

per grammo di proteine e amido e 8.5 kcal per grammo di lipidi.

Tabella 28 - Composizione chimica della dieta secca
commerciale utilizzata nella presente prova

% sul tal quale

Umidita 5.34
Proteina grezza 22.9
Lipidi grezzi 15.4
Ceneri grezze 6.9
Fibra grezza 1.54
Amido 37.0
Ca 1.86
P 3.20

9.2 Analisi chimiche e microbiologiche dei campioni

Ciascun proprietario degli animali in prova ha provveduto al prelievo di un
campione di feci nei giorni 20, 40, 60 e 80 dall’inizio della somministrazione della
dieta. I campioni fecali sono stati raccolti in appositi contenitori sterili e congelati
entro 15 min dalla loro escrezione.
Sui campioni di feci sono state svolte le seguenti analisi: pH, sostanza secca,
ammoniaca, acidi grassi volatili e determinazione delle principali popolazioni
batteriche.
Il pH & stato determinato solubilizzando una quantita nota di campione in acqua
distillata (diluizione 1:10 p/v).
Per la determinazione dellammoniaca ci si e avvalsi di un apposito kit
commerciale (Urea/BUN—-Color, BioSystem S.A., Barcellona, Spagna).
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Gli acidi grassi volatili sono stati determinati mediante gascromatografia, secondo
la metodica descritta da Biagi et al. (2006).

Inoltre, gli ultimi 5 giorni di ciascuna fase sperimentale si € provveduto a
raccogliere quotidianamente un campione di feci da destinare alle analisi chimiche
per la stima della digeribilita dei nutrienti.

Le analisi chimiche sulla diete e sui campioni fecali sono state condotte seguendo
le metodiche standard AOAC (AOAC, 2000; Metodo 954.01 per la proteina grezza,
Metodo 920.39 per i lipidi grezzi, Metodo 920.40 per 'amido, Metodo 942.05 per
le ceneri grezze). I minerali sono stati determinati mediante spettrofotometria ad
assorbimento atomico.

Il DNA batterico ¢ stato estratto mediante 'uso di un kit commerciale QIAamp
DNA Stool Mini-Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Germania). La concentrazione
(ng/ul) e la purezza del DNA estratto sono state determinate mediante
spettrofotometro NanoDrop 1000 (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA); il
DNA genomico ¢ stato quindi diluito (50 ng/ul) e congelato a -20 °C in attesa di
successive analisi. Le popolazioni di batteri totali, Escherichia coli,
Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp., Enterococcus spp. e Clostridium
perfringens sono state quantificate mediante qPCR e avvalendosi di specifici
primer (tabella 23).

L’amplificazione e la quantificazione del DNA genomico e stata eseguita mediante
termociclatore CFX96 Touch (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). L’amplificazione ¢
stata eseguita in duplicato per ciascun gruppo batterico; il protocollo ¢ stato
ottimizzato per un volume di reazione di 15 pl, contenente 7.5 ul di 2X SensiFAST
No-ROX PCR Master Mix (Bioline GmbH, Luckenwalde, Germania), 4.8 ul di
acqua priva di nucleasi, 0,6 pl di ciascun primer (concentrazione di 10 pmol) e 1.5
ul di DNA genomico.

Il ciclo di amplificazione € stato il seguente: denaturazione a 95 °C per 2 min, 95 °C
for 5 s, appaiamento dei primer a 55—61 °C per 10 s ed estensione a 72 °C per 8 s. 1l

ciclo ¢ stato ripetuto 40 volte.
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Tabella 29 - Popolazioni batteriche oggetto del presente studio

Target Primer Sequenza (5'-3") Fonte

Batteri totali FP 16S GGTAGTCYAYGCMSTAAACG (Bach et al., 2002)
RP 16S GACARCCATGCASCACCTG

Lactobacillus spp. Lab-0159 GGAAACAG(A/G)TGCTAATACCG (Collier et al., 2003)

Univ-0515  ATCGTATTACCGCGGCTGCTGGCA

Enterococcus spp. EnteroF CCCTTATTGTTAGTTGCCATCATT (Rinttila et al., 2004)
EnteroR ACTCGTTGTACTTCCCATTGT

Clostridium perfringens CP1 AAAGATGGCATCATCATTCAAC (Wang et al., 1994)

CP2 TACCGTCATTATCTTCCCCAAA

9.3 Analisi statistica

I risultati ottenuti sono stati sottoposti ad analisi statistica mediante ANOVA. Un
contrasto lineare e quadratico € stato usato per determinare la natura degli effetti
di dosi crescenti di lattosio. Le differenze sono state ritenute significative per P <
0.05. Tutte le analisi statistiche sono state eseguite mediante il software Statistica
10.0 (Stat Soft Italia, Padova, Italia).

9.4 Risultati

I valori di umidita e di pH e le concentrazioni di ammoniaca e acidi grassi volatili
nelle feci sono riportati in tabella 24. La somministrazione di dosi crescenti di
lattosio non ha avuto influenza sui valori di umidita e sui valori di pH fecale (P >
0.05). E stata osservata una tendenza lineare (P = 0.094) alla riduzione delle
concentrazioni di ammoniaca nelle feci al crescere della percentuale di inclusione
di lattosio (da 40.80 a 33.94 mmol/g per 0 e 2 g/d per kgo7s di lattosio,
rispettivamente). I rapporti di acido isovalerico sono stati ridotti in modo lineare
dalla presenza di lattosio (da 2.72 a 1.46% per 0 e 2 g/d per kgo75 di lattosio,
rispettivamente; P < 0.05), mentre le concentrazioni degli altri acidi grassi volatili
non sono state influenzate dai trattamenti (P > 0.05).

La tabella 25 riporta i valori di digeribilita apparente dei macronutrienti,

macrominerali ed oligoelementi della dieta secca commerciale. Non sono state
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osservate differenze sui valori di digeribilita in seguito alla somministrazione di
dosi crescenti di lattosio (P > 0.05).

I dati relativi alla numerosita dei batteri totali e delle popolazioni batteriche prese
in esame sono riportati in tabella 26. L’inclusione di dosi crescenti di lattosio non
ha avuto alcun effetto sulle popolazioni batteriche dei campioni fecali dei soggetti

in prova (P > 0.05).
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Tabella 30 - Valori di umidita, pH e concentrazioni di ammoniaca e acidi grassi volatili nei

campioni fecali

Lattosio (g/d per kgo-75)

Contrasto, P

0 0.5 1.0 2.0 ANOVA P  lineare quadratico
Umidita, % 64.8 65.7 67.07 65.5 0.10 0.210 0.068
pH 6.69 6.74 6.60 6.46 0.34 0.109 0.400
NH;, mmol/g 40.80 37.67 35.49 33.94 0.39 0.094 0.790
A. acetico, % 54.96 55.68 53.03 53.62 0.66 0.381 0.967
A. propionico, % 28.60 27.73 29.54 31.52 0.83 0.434 0.637
A. n-butirrico, % 11.40 9.44 12.86 9.47 0.24 0.696 0.596
A. isobutirrico, % 1.78 3.52 2.18 3.86 0.39 0.282 0.978
A. n-valerico, % 0.52 0.65 0.35 0.04 0.18 0.061 0.275
A. isovalerico, % 2.72 2.95 2.01 1.46 0.15 0.039 0.436
AGYV totali, mmol/g 145 145 135 143 0.95 0.812 0.775
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Tabella 31 - Valori di digeribilita apparente dei macronutrienti, macrominerali ed oligoelementi (%)

Lattosio (g/d per kgo75)

Contrasto, P

0 0.5 1.0 2.0 ANOVA P  lineare quadratico
Sostanza secca 86.04 87.66 86.90 84.97 0.41 0.430 0.128
Proteine grezze 86.33 87.61 86.54 84.35 0.43 0.239 0.203
Ceneri grezze 46.81 53.31 51.25 44.16 0.45 0.601 0.128
Lipidi grezzi 98.00 98.29 97.99 97.69 0.66 0.389 0.375
Ca 36.16 46.90 44.20 36.04 0.30 0.892 0.073
P 84.47 86.80 86.14 85.33 0.49 0.722 0.213
Na 95.79 05.94 06.21 06.24 0.92 0.515 0.911
K 92.30 03.12 92.79 91.98 0.71 0.696 0.283
Zn 28.75 41.23 38.97 30.80 0.29 0.875 0.077
Mn 94.34 04.72 94.88 03.82 0.18 0.347 0.041
Fe -2.00 4.39 1.85 -0.24 0.33 0.361 0.094
Cu 51.90 58.43 52.60 45.99 0.70 0.455 0.366
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Tabella 32 - Batteri totali e popolazioni batteriche oggetto del presente studio (log copie dsDNA/g di feci)

Lattosio (g/d per kgo-75) Contrasto, P
0 0.5 1.0 2.0 ANOVA P lineare quadratico
Batteri totali 6.23 6.72 6.29 6.35 0.81 0.967 0.602
Lactobacillus spp. 5.89 5.49 5.79 5.43 0.86 0.602 0.956
Enterococcus spp. 5.62 5.77 5.77 5.77 0.56 0.509 0.783
Clostridium perfringens ¢ g 6.83 5.98 6.28 0.45 0.610 0.749
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9.5 Discussione

Su un totale di 14 animali inizialmente partecipanti alla prova, 4 cani sono stati
esclusi poiché hanno rifiutato 'assunzione della dieta contenente la polvere di
lattosio, 2 soggetti sono stati esclusi subito dopo la prima assunzione del secondo
dosaggio di lattosio (1 g/d per kgo-75) poiché hanno immediatamente manifestato
episodi acuti di diarrea acquosa, mentre i restanti 8 soggetti sono giunti al termine
della sperimentazione assumendo sino all'ultima dose di lattosio prevista e senza
manifestare alcuna problematica di tipo gastrointestinale.

Il siero di latte ¢ il principale sottoprodotto dell'industria casearia e consiste di cio
che residua del latte dopo che da esso sono state allontanate sia la componente
lipidica sia la caseina. Il siero di latte viene in parte utilizzato fresco
nell’alimentazione dei suini e in parte disidratato per ottenere la cosiddetta farina
di siero di latte o siero di latte in polvere. La farina di siero di latte in polvere e
costituita principalmente da lattosio (70-75%) e contiene circa il 10-13% di
proteine e '8% di minerali. L’'impiego di siero di latte in polvere da parte delle
aziende che producono alimenti per animali da compagnia potrebbe essere di
notevole interesse, in ragione delle caratteristiche organolettiche di questo
alimento, delle sue potenziali proprieta prebiotiche attribuibili all’'abbondanza di
lattosio e di un costo relativamente contenuto.

Il lattosio € un disaccaride che i mammiferi digeriscono mediante la produzione in
sede intestinale di uno specifico enzima denominato lattasi. E perd ben noto come
in tutti i mammiferi lattivita lattasica sia forte nel periodo neonatale per poi
declinare progressivamente sino al raggiungimento dell’eta adulta. Ciononostante,
in molte persone adulte, sebbene con forti differenze su base etnica e geografica
(Mattar et al., 2012; Vuorisalo et al., 2012), permane una certa produzione di
lattasi intestinale tale da permettere I'assunzione di latte vaccino e latticini freschi
senza ci0 comporti alcun disturbo. Viceversa, nei soggetti che perdono
completamente la capacita di produrre lattasi (individui lattosio-intolleranti)
I’assunzione di quantita significative di lattosio con la dieta determina la comparsa
di disturbi gastrointestinali legati principalmente all’azione osmotica svolta in
intestino dal lattosio indigerito.

Peraltro, € stato dimostrato, nell'uomo (Szilagyi et al., 2010) come in altre specie

animali (Tran et al., 2012), che il lattosio indigerito che raggiunge l'intestino crasso
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puo svolgere in questa sede un’azione di tipo prebiotico, andando a stimolare il
metabolismo e la moltiplicazione di specie batteri considerate benefiche quali
lattobacilli e bifidobatteri. Non a caso, nell’alimentazione dei volatili (animali
naturalmente privi di lattasi) il lattosio € spesso impiegato come supplemento ad
azione prebiotica (Totton et al., 2012). Quando assunto in dosi modeste il lattosio
puo esercitare una azione benefica a livello intestinale; viceversa, se assunto in
quantita piu elevate, ha un effetto lassativo la cui intensita dipende dalla quantita
assunta. Mentre la problematica legata alla tolleranza al lattosio nell'uomo ¢ stata
oggetto di numerosi studi (Lomer, 2015), ben poco o quasi nulla si sa di cio che
avviene nel cane adulto. Due Autori hanno in passato proposto una soglia di
tolleranza del lattosio nel cane adulto pari a 1-2 g di lattosio al giorno per kg di
peso corporeo dell’animale (Meyer e Zentek, 1998). In uno studio condotto da
Zentek et al. (2002b), la somministrazione di lattosio a cani adulti alla dose
giornaliera di 1 g per kg di peso corporeo non ha avuto alcuna influenza sulla
qualita delle feci.

In questo studio, 4 soggetti su 14 partecipanti alla prova hanno rifiutato
lassunzione della dieta una volta che il lattosio era stato aggiunto, nonostante
l’apparente sapore dolce e odore gradevole dello zucchero. Nel lavoro di Zentek et
al. (2002b) gli Autori non hanno riportato di nessun soggetto riluttante verso
I’assunzione di lattosio, seppur aggiunto in dosi maggiori. In questa prova, il rifiuto
al consumo del disaccaride potrebbe essere dovuto, oltre che alle preferenze
organolettiche di ciascun animale, al peggioramento della palatabilita della dieta
secca riconducibili alla polverulenza conferita dal lattosio.

Durante il corso della prova, 2 cani riceventi lattosio (1 g/d per kgo75) hanno
manifestato episodi acuti di diarrea acquosa nelle 24 h successive 'assunzione
dello zucchero; al contrario, Zentek et al. (2002b) non hanno osservato nessun
effetto gastroenterico o sull'umidita delle feci dei soggetti in prova, sebbene questi
ricevessero un dosaggio piu elevato di lattosio (1 g/d per kg di peso corporeo). Nei
restanti soggetti partecipanti a questa prova, l'inclusione nella dieta di lattosio,
anche al piu alto dosaggio previsto (2 g/d per kg°75), non ha avuto alcun effetto sui
valori di umidita e sui valori di pH fecale, analogamente a quanto osservato da
Zentek et al. (2002b).
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La tendenza lineare (P = 0.094) alla riduzione delle concentrazioni di ammoniaca
nelle feci al crescere della percentuale di inclusione di lattosio potrebbe far
presumere una certa riduzione dell’attivita catabolica delle popolazioni
proteolitiche batteriche. Una diminuzione delle concentrazioni di ammoniaca
indotta dalla presenza di lattosio € stata osservata nell'uomo in vitro (Uribe-
Esquivel et al., 1997; Vince e Burridge, 1980) ma non in vivo nel lavoro condotto
da Zentek et al. (2002b) su cani adulti.

La riduzione delle concentrazioni fecali di acido isovalerico osservate in
concomitanza all’assunzione di dosi crescenti di lattosio pud, come gia osservato
per la riduzione delle concentrazioni di ammoniaca, essere ricollegata ad una
riduzione dell’attivita proteolitica intestinale. La propensione del lattosio a inibire
le fermentazioni putrefattive in intestino riducendo le concentrazioni fecali di acidi
grassi a catena ramificata e stata osservata nel suino da diversi Autori (Pierce et al.,
2006a, 2006b). Sempre nel suino, I'inclusione di lattosio (215 g/kg di dieta) in
diete ad alto contenuto in proteina (210 g/kg di dieta) ha contribuito a mitigare
laumento delle concentrazioni fecali di acido isobutirrico e acido isovalerico,
incrementando quelle di butirrato (Pierce et al., 2007). Tuttavia, in questa prova,
le concentrazioni degli altri acidi grassi volatili non hanno risentito della presenza
del lattosio, analogamente a quanto osservato da Zentek et al. (2002b).

I valori di digeribilita apparente dei macronutrienti, macrominerali ed
oligoelementi della dieta secca commerciale non sono stati influenzati dalla
somministrazione di dosi crescenti di lattosio, similmente a quanto riportato in un
precedente studio (Zentek et al., 2002b). Nel suino, la somministrazione di elevati
quantitativi di lattosio ha indotto un miglioramento della digeribilita apparente
della sostanza secca, sostanza organica, proteina grezza e della fibra neutro detersa
(Pierce et al., 2007), mentre in un precedente studio la supplementazione della
dieta con lattosio, seppure a livelli inferiori (112 g/kg di dieta) ha determinato un
peggioramento della digeribilita proteica e un aumento dell’escrezione fecale di
azoto. Una aumentata quota di azoto escreto con le feci € sinonimo di un
incremento della sintesi proteica e quindi della crescita batterica, e/o di una
maggiore perdita di proteine endogene (Rideout et al., 2004; van der Meulen et al.,
1997). Tuttavia, in questo studio non sono state osservate differenze riguardo i

coefficienti di digeribilita della proteina grezza in seguito all’inclusione di lattosio,
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cosi come non sono state osservate differenze sulla composizione del microbiota
fecale dei soggetti in prova. In uno studio condotto su pazienti lattosio-intolleranti,
rispetto a soggetti digerenti il lattosio € stato osservato un incremento delle
popolazioni di bifidobatteri e una tendenza all’aumento delle conte fecali di
lattobacilli in seguito all’assunzione di una dieta contenente lo zucchero (Szilagyi
et al., 2010). Le proprieta del lattosio di stimolare la crescita delle popolazioni di
bifidobatteri e lattobacilli € stata osservata anche in un esperimento in vitro
condotto da Makivuokko et al. (2006). Qualora l’attivita lattasica nel piccolo
intestino fosse insufficiente a idrolizzare tutta la quota di lattosio assunta con la
dieta, la frazione residua di disaccaride raggiunge il colon dove ¢ idrolizzata dalla
B-galattosidasi Dbatterica in glucosio e galattosio. Nell'uomo, l'attivita di questo
enzima € piuttosto importante nel grosso intestino in quanto circa '80% delle
specie batteriche fecali coltivabili posseggono la capacita di produrre f-
galattosidasi (He et al.,, 2008, 2005). Nel complesso, i risultati ottenuti nel
presente esperimento potrebbero suggerire come la supplementazione delle diete
con lattosio, nonostante sia stata osservata una riduzione dei parametri indicatori
di proteolisi, non abbia avuto particolari effetti di tipo prebiotico nei confronti
delle popolazioni batteriche prese in esame degli animali partecipanti alla prova.
Una regolare assunzione di lattosio dovrebbe infatti influenzare la composizione
del microbiota del grosso intestino, stimolando in particolare la crescita di
bifidobatteri e lattobacilli, tra i principali utilizzatori di lattosio (Ito e Kimura,
1993). Nonostante le quantita di lattosio assunte dai soggetti in prova fossero
tutt’altro che trascurabili, i risultati ottenuti fanno supporre come perfino nel cane
la capacita di produrre lattasi possa protrarsi anche in eta adulta. Tuttavia, non &
noto se gli animali partecipanti alla prova fossero abituati a ricevere nella loro
dieta latticini o altre fonti alimentari di lattosio, che potrebbero aver contribuito a

stimolare e mantenere nel tempo una certa produzione di lattasi.
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10 Conclusioni

Dall’insieme dei risultati conseguiti nel corso delle ricerche effettuate, sono emerse

le conclusioni riportate qui di seguito.

Valutazione delle proprieta funzionali di sostanze prebiotiche in
presenza di diete differenti per qualita e quantita della frazione

proteica nel cane e nel gatto.

I risultati ottenuti nel corso delle tre indagini condotte in tale ambito hanno
confermato l’elevata variabilita, sia interspecifica che intraspecifica, del microbiota
intestinale del cane e del gatto.

Gli studi condotti nella specie felina (capitolo 5) e in quella canina (capitolo 6)
hanno evidenziato nell’insieme, a seguito della presenza di sostanze prebiotiche
negli inoculi fecali, effetti positivi sulla composizione e metabolismo della
microflora intestinale, riducendo I’attivita proteolitica batterica e incrementando le
concentrazioni di acidi grassi volatili.

Dalla prova condotta in vivo sul cane (capitolo 7) € emerso come, nonostante non
sia stata osservata nessuna influenza sulle popolazioni batteriche prese in esame in
seguito alla somministrazione di fruttooligosaccaridi, ’acidificazione dell’ambiente
enterico conseguente all’aumentata attivita fermentativa batterica promossa dal
prebiotico abbia determinato drasticamente un aumento della digeribilita delle
sostanze minerali assunte con la dieta.

E emerso, inoltre, come I'impiego di diete ricche di proteine, tanto pill se poco
digeribili, possa avere conseguenze negative sull’ambiente intestinale, come una
riduzione dell'umidita delle feci e 'aumento delle concentrazioni di ammoniaca
fecale. Tuttavia, sulla base dei dati ottenuti nel corso delle tre prove, e risultato
come la presenza di oligosaccaridi non sembra contrastare gli effetti negativi che
diete ad alto tenore proteico potrebbero avere sull’ecosistema intestinale

dell’animale.
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Valutazione in vitro degli effetti di un estratto a base di tannini e di

Yucca schidigera sul microbiota intestinale del gatto.

Entrambi i substrati hanno avuto influenza sul metabolismo della microflora
intestinale del gatto, andando ad alterare le concentrazioni degli acidi grassi
volatili negli inoculi fecali. I tannini, ed in particolar modo la yucca, si sono
dimostrati efficaci nel contenere la produzione di sostanze maleodoranti quali
l’acido solfidrico; tuttavia, un aumento del p-cresolo, catabolita originante dalle
fermentazioni proteolitiche e implicato nella patogenesi di alcune patologie del
tratto enterico, € stato associato alla presenza di tannini. Nonostante siano
necessari ulteriori studi, i risultati ottenuti nel corso della presente
sperimentazione hanno mostrato come I'inclusione nella dieta di estratti di Yucca
schidigera e tannini possa contribuire a mitigare I'emanazione di sostanze

maleodoranti dalle deiezioni degli animali da compagnia.

Effetti di dosi crescenti di lattosio sul benessere intestinale del cane.

I risultati ottenuti nel presente esperimento potrebbero suggerire come la
supplementazione delle diete con lattosio, nonostante sia stata osservata una
riduzione dei parametri indicatori di proteolisi, non abbia avuto particolari effetti
di tipo prebiotico nei confronti delle popolazioni batteriche prese in esame dei
soggetti partecipanti alla prova. Nonostante le quantita di lattosio assunte dai
soggetti in prova fossero tutt’altro che trascurabili, i risultati ottenuti fanno
supporre come perfino nel cane la capacita di produrre lattasi possa protrarsi
anche in eta adulta. Nonostante siano necessari ulteriori studi per valutare
l’efficacia del lattosio come supplemento prebiotico, I'impiego di siero di latte in
polvere da parte delle aziende che producono alimenti per animali da compagnia
potrebbe essere di notevole interesse, in ragione delle caratteristiche
organolettiche di questo alimento, delle sue potenziali proprieta prebiotiche

attribuibili all’abbondanza di lattosio e di un costo relativamente contenuto.

La necessita di condurre ulteriori approfondimenti in merito all’utilizzo di sostanze
cosiddette “funzionali” nell’alimentazione del cane e del gatto trova un perfetto
riscontro nelle attuali esigenze dei proprietari di animali da compagnia e del
settore industriale del petfood. II miglioramento qualitativo degli alimenti

preparati destinati agli animali da compagnia, infatti, comprende importanti
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accezioni in termini di appetibilita, qualita delle materie prime e modulazione
“funzionale”. Infatti, & stato dimostrato come I'inclusione nella dieta di alimenti
funzionali, in particolar modo di sostanze prebiotiche, sia in grado di esercitare, in
rapporto alla loro composizione, una grande influenza sulle condizioni trofico-
sanitarie dell’apparato digerente e, conseguentemente, sullo stato di benessere

generale dell’animale.
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