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Valutazione clinica ed
effetto sul microbiota
fecale di una formulazione
probiotica in cani affetti da
diarrea acuta non complicata.
Studio clinico randomizzato a
doppio cieco placebo-controllo
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Introduzione e scopo del lavoro: I'effetto sul microbiota dell’ utiliz-
zo dei probiotici in corso di diarrea acuta € in larga parte sconosciuto.
Lo scopo di questo lavoro € di studiare gli effetti di un probiotico in
cani con diarrea acuta valutandone durata, qualita delle feci e com-
posizione del microbiota fecale.

Materiali e metodi: sono stati arruolati cani con diarrea acuta, ran-
domizzati in due gruppi a cui € stato fornito il probiotico (Gruppo A)
o il placebo (Gruppo B) per 8 giorni (in doppio cieco). Sono stati va-
lutati punteggio fecale (FS) e frequenza di defecazione; la composi-
zione del microbiota e stata valutata ai giorni 0 (T0), 8 (T1) e 16 (T2).
Risultati: sono stati inclusi 30 cani suddivisi in gruppo A (n=15) e grup-
po B (h=15). Non e stata rilevata differenza statistica tra i gruppi nel
valore di FS a TO e nel tempo di risoluzione della diarrea. | Clostri-
diales aumentavano nel gruppo B a T2, mentre gli Enterobacteria-
les diminuivano nel gruppo A a T2. Lactobacillus spp. era 450 volte
piu abbondante nel gruppo A rispetto al gruppo B a T2.
Discussione: sebbene non siano stati rilevati dati statisticamente si-
gnificativi nei parametri clinici tra i gruppi, I'aumento dei lattobacilli
nel gruppo A a T2 potrebbe essere benefico per il ripristino della flo-
ra microbica intestinale eubiontica, sfavorendo quella patogena.
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INTRODUZIONE

Le gastroenteriti acute rappresentano uno dei problemi
di pit comune riscontro nella pratica clinica veterinaria.
Le cause della diarrea acuta sono molteplici e includono
disordini alimentari, infezioni parassitarie o protozoarie,
intolleranze alimentari, cambi di dieta, stress e cause idio-
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patiche. La diarrea acuta (di durata inferiore a 7-14 gg) ¢
spesso autolimitante e responsiva alla terapia sintomati-
ca, limitando I'uso degli antibiotici ai casi in cui sono pre-
senti segni sistemici d’infezione o in caso di peggioramento
clinico.! I’antibioticoterapia, infatti, puo causare alterazioni

L’utilita di probiotici nel trattamento della diarrea

acuta del cane & un ambito della ricerca da ap-
profondire.
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del microbiota intestinale che possono perdurare per
mesi,>** inoltre 'uso inappropriato degli antibiotici puo
favorire lo sviluppo di antibiotico-resistenza.”®
Secondo la definizione dell’Organizzazione Mondiale del-
la Sanita, i probiotici sono microrganismi vivi che, quan-
do somministrati in quantita adeguata, forniscono bene-
ficio all’organismo ospite.” Il loro utilizzo ¢ ampiamente
consolidato in medicina umana, dove vi ¢ evidenza che
abbiano un effetto benefico in corso di diarrea associa-
ta a terapia antibiotica, alla sindrome del colon irritabile
e di colite necrotizzante.® Linteresse verso i probiotici &
correlato all'importanza che il microbiota ha assunto ne-
gli ultimi 10 anni per la comprensione e, potenzialmen-
te, per il trattamento di numerose condizioni fisiologiche
e patologiche.

Negli ultimi anni, anche in medicina veterinaria, I'uso dei
probiotici ha trovato un impiego sempre maggiore per la
gestione sintomatica della diarrea acuta; esistono alcuni
studi in cui la loro somministrazione ¢ variabilmente as-
sociata a miglioramento della sintomatologia clinica,
con riduzione dell'incidenza e della durata degli episodi
diarroici”*!" Il loro esatto meccanismo d’azione non ¢
ancora chiaro, ma si suppone che agiscano come antagonisti
di batteri patogeni mediante diversi possibili meccanismi:
competizione per le sostanze nutritive, produzione di so-
stanze antimicrobiche, modulazione della risposta im-
munitatia mucosale e stimolazione della risposta immu-
nitatia innata e/o acquisita. Una recente metanalisi, che
aveva lo scopo di valutare 'evidenza clinica dell'uso dei
probiotici, ha pero messo in luce che solo pochi degli stu-
di effettuati fino ad ora sono comparabili e che i dati for-
niti sono ancora insufficienti per valutarne la reale effi-
cacia.® Nello specifico, esistono pochi studi che indaga-
no Pinterazione dei probiotici con il microbiota in corso
di diarrea acuta.

Lo scopo di questo studio ¢ valutare gli effetti clinici del-
la somministrazione di una formulazione probiotica in cani
con diarrea acuta utilizzando come variabili la durata del-
la diarrea e la qualita delle feci. Inoltre ¢ stata valutata la
composizione del microbiota fecale prima e dopo 8 ¢ 16
glorni dall’inizio del trattamento con il probiotico.

MATERIALI E METODI

Tipo di studio, criteri d’inclusione e analisi dei dati
Lo studio ¢ un trial clinico randomizzato in doppio cie-
co, approvato dalla commissione di Etica e Benessere Ani-
male del Dipartimento di Scienze Vetetinarie dell’'Universita

Due gruppi di cani affetti da diarrea acuta sono
stati inclusi e trattati con placebo o probiotico per

valutare P'effetto sulla sintomatologia e sul mi-
crobiota.
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degli Studi di Totino (n° 1876; 6/12/2017). La dimensione
campionaria ¢ stata stabilita considerando una potenza
dell’80%, un livello di significativita del 5%, una poten-
ziale correlazione tra misurazioni ripetute paria 0,5 e una
varianza dell’errore pari a 58; con questi criteri si € otte-
nuto che ci volessero 15 pazienti per ogni ramo dello stu-
dio per rilevare una dimensione dell’effetto di 0,6747.

1l criterio d’inclusione per arruolamento nello studio era
la presenza di diarrea acuta non complicata in cani adul-
tl, insorta da meno di 24 ore e definita da un punteggio
tecale (FS) compreso fra 4 e 7. I criteri di esclusione com-
prendevano: somministrazione di farmaci come antibio-
tici, antinflammatoti steroidei e non steroidei, prebiotici,
probiotici, simbiotici e cambi di dieta nei 30 gg precedent,
presenza di ematochezia e/o melena, dolorabilita addo-
minale, presenza di vomito, ipertermia, depressione del
sensotio, bradicardia o tachicardia e disidratazione. Sono
stati considerati come criteri di esclusione anche: eta <1
anno o >10 anni, razze con predisposizione ad entero-
patie inflammatorie croniche, come Pastore Tedesco, Wei-
maraner, Rottweiler, Basenji, Bulldog Francese, Setter Ir-
landese e Norsk LLundehund, e la mancata firma del con-
senso informato da parte dei proprietari.

Gli animali inclusi sono stati suddivisi in due gruppi a cui
sono stati somministrati Florentero Act® (Istituto Can-
dioli Pharma, Beinasco TO) (Gruppo A) o il placebo
(Gruppo B). La scelta dell’assegnazione a un ramo o al-
Paltro dello studio ¢ avvenuta in maniera randomizzata (tra-
mite software Excel) e cieca (i prodotti erano identici per
forma, aspetto e confezionamento). Il dosaggio era di una
compressa ogni 7 kg di peso, suddivisa in due sommini-
strazioni giornaliere (OS, ogni 12 ore), per un totale di 8
glorni. In ogni compressa di probiotico la ditta riporta che
sono presenti Enterococcus faecinn UFC 34X10° e Lactobacillus
acidophilus UFC 1,0X10".

La valutazione del FS ¢ stata eseguita giornalmente, se-
condo i criteri del Nestle Purina System Fecal Score,'? ba-
sato sulla valutazione visiva dell’aspetto delle feci e asse-
gnazione di un punteggio su una scala numericada la7.
1l valore 1 indica delle feci molto secche e dure, il valore
7 delle feci liquide, mentre 2 ¢ il valore di normalita. Per
facilitare I'assegnazione del 'S, ogni proprietario ¢ stato
opportunamente istruito e fornito di una scheda corre-
data di immagini e relativa descrizione delle caratteristi-
che fecali per ogni punteggio. La risoluzione della diar-
rea ¢ stata definita da un FS <3. F stato inoltre richiesto
ai proprietari di non cambiare 'alimentazione abituale del
proprio cane e di non introdurre farmaci o altri integra-
tori per tutta la durata dello studio.

Analisi del microbiota fecale

Per la valutazione del microbiota fecale i campioni sono
stati prelevati nei seguenti momenti: TO = prima dell’inizio
della terapia; T1 = ottavo giorno dopo inizio di terapia,
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Figura 1 - Valore puntuale del fecal score nei due gruppi e valore medio lungo il tempo.

T2 = sedicesimo giorno dopo inizio terapia. F sta-
ta analizzata la composizione del microbiota
identificando le famiglie dei batteri mediante
Putilizzo del kit OMNIgene*GUT/OMR-200
(DNA Genotek, Ottawa, ON, Canada). Il DNA
¢ stato estratto seguendo le indicazioni del kit di conser-
vazione e utilizzando il kit QIAamp PowerFecal DNA
(Qiagen, Hilden, Germany), nella versione automatizza-
ta presente nello strumento QIAcube (Qiagen), seguen-
do il protocollo IRT®. Si & quindi proceduto con I'estra-
zione del DNA da una MOCK community (ZymoBIO-
MICS™ Microbial Community Standard, Zymo Research,
Irvine, CA, USA), utilizzando un bianco di estrazione ri-
spettivamente come controllo positivo e controllo nega-
avo.

Metabarcoding

Per il metabarcoding del 16S ribosomale ¢ stato seguito
il protocollo suggerito da Illumina (16S Metagenomic Se-
quencing Library Preparation), utilizzando i primer
515FB-806RB con target V4 (Earth Microbiome Project).”
11 prodotto della prima PCR ¢ stato visualizzato su gel di
agarosio al 2%, per verificare 'avvenuta amplificazione del
target. Dopo la purificazione mediante biglie magnetiche
(AMPure XP), ¢ stata eseguita la Index PCR, assegnan-

Il microbiota dei due gruppi di cani & stato ana-

lizzato prima e dopo il trattamento con placebo
o probiotico.

do ad ogni campione una coppia univoca di index (se-
quenze di 8 nucleotidi diversi utili per distinguere i sin-
goli campioni).

Dopo la seconda putificazione, le library sono state quan-
tificate mediante Qubit dSDNA HS e la dimensione me-
dia degli ampliconi ¢ stata valutata sullo strumento Bio-
Analyzer 2100 mediante il kit Agilent High Sensitivity
DNA. Le library sono quindi state normalizzate e unite
in pool, quantificato mediante NEBNext Library Quant
Kit for lNlumina (New England Biolabs, Ipswich, MA,
USA) e sottoposto a sequenziamento paired-end 2x200
su piattaforma Illumina con MiSeq Reagent Kit v3
(600-cycle).

Analisi bioinformatica

1 dati generati dal sequenziamento massivo sono stati ana-
lizzati mediante una pipeline in R, utilizzando funzioni in-
tegrate nei pacchetti DADA2 e Phyloseq. Dopo la ti-
mozione dei primer con cutadapt v1.18," le read sono sta-
te filtrate per qualita, raggruppate e classificate utilizzan-
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Figura 2 - Valori puntuali dello score, valori medi e predizione lineare come risultante dal modello gerarchico.

do il database RDP per creare una OTU table.”
Sono state valutate la diversita alfa (diversita al-
Iinterno dei gruppi) e la diversita beta (metodo di
Bray-Curtis e Principal Coordinates Analysis,
PcoA).

L’analisi bioinformatica ¢ stata eseguita utilizzan-
do il test Kruskal-Wallis per la diversita alfa e me-
diante il test PERMANOVA, implementato nel-
la funzione adonis del pacchetto del software R Phyloseq,
per la diversita beta.'*!” I’analisi differenziale ¢ stata con-
dotta con il pacchetto DeSeq, considerando 'abbondanza
sia per ASV sia per geneti raggruppati.”

Analisi statistica

Per P'analisi dei dati ¢ stato costruito un apposito database;
per valutare se vi fosse una differenza tra il gruppo trat-
tato con probiotico (Gruppo A) e il gruppo trattato con
placebo (Gruppo B) al tempo T=0 ¢ stato utilizzato il test
di Student.

La differenza nella remissione della diarrea tra i due grup-
pi ¢ stata indagata utilizzando un modello gerarchico di
regressione lineatre a effetti misti, in cui leffetto casuale
¢ dato dal singolo individuo. La normalita dei dati ¢ sta-
ta verificata con il testo di Shapiro-Wilk.

E stata considerata significativa una p < 0,05.

I dati sono stati elaborati con il software Stata 15.1.

Trenta cani sono stati inclusi e suddivisi in due
gruppi tra cui non é stata riscontrata differenza

nel tempo di risoluzione della diarrea, ma il
gruppo trattato con il probiotico ha avuto un in-
cremento di lactobacilli.

RISULTATI

Nel periodo compreso tra agosto 2017 e luglio 2018 sono
stati arruolati 37 cani. Sono stati inclusi nell’analisi 30 cani,
perche 7 sono stati esclusi per mancato rispetto dei cri-
teri di inclusione o per mancanza di collaborazione dal-
la parte del proprietario.

11 peso medio era di 18 kg (IDS£3), ed erano suddivisi in
16 femmine (10 sterilizzate) e 14 maschi (3 castrati), ap-
partenenti alle seguenti razze: 14 meticci, 4 Labrador, 4
Golden Retriever, 3 Beagle, 3 Jack Russel, 2 Bassotti te-
deschi. Quindici soggetti hanno ricevuto il probiotico
(Gruppo A), e 15 il placebo (Gruppo B) e nessuna dif-
ferenza statisticamente significativa ¢ stata rilevata tra i due
gruppi in termini di peso, eta, sesso.

11 valore medio di FS al tempo TO per il gruppo A era pati
a 5,26 (DS*1), mentre per il gruppo B era di 5,36 (DS
*1,3), senza differenza statisticamente significativa tra i
due gruppi (p=0,82). 1l valore del punteggio fecale ¢ pas-
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Figura 3 - Barplot della composizione del microbiota dei cani sottoposti a trattamento A (trattati) e B (placebo) a livello di Ordine.

sato da una media di 5,20 (giorno 1) a 2,36 (giorno 8) nel
gruppo trattato con probiotico (Gruppo A), e da una me-
dia di 5,30 (giorno 1) a 2,69 (giorno 8) nel gruppo trat-
tato con placebo (Gruppo B). Nelle figure 1 e 2 viene rap-
presentata la decrescita del IS nel tempo nei due grup-
pi. Nella Tabella 1 sono rappresentati i risultati del mo-
dello gerarchico: si evince come vi sia una differenza sta-
tisticamente significativa tra lo score iniziale e quello fi-
nale, mentre non viene evidenziata altrettanta significa-
tivita tra i due gruppi.

La risoluzione della diarrea (I'S < 3) ¢ avvenuta in media
in 2,71 giorni nei cani del gruppo A (trattati) e 4,13 gior-
ni nei cani del gruppo B (placebo).

La frequenza delle defecazioni ¢ passata da una media di
3,1 eventi giornalieri al giorno 1, ad una media di 2 even-
tl glornalieri al giorno 8. Anche rispetto alla frequenza del-
le defecazioni I'analisi dei dati dimostra che nei cani trat-

tati con il probiotico la frequenza delle defecazioni ¢ di-
minuita da una media di 3,43 episodi giornalieri (giorno
1) ad una media di 1,89 (giorno 8). Nei cani trattati inve-
ce con il placebo, si passa da una frequenza media di 3 de-
fecazioni giornaliere (giorno 1) ad una media di 2,13 (gior-
no 8).

Analisi del microbiota fecale

La comunita microbica totale, considerando tutti i cam-
pioni insieme, era composta principalmente dai seguen-
ti Phyla: Bacteroidetes, Firmicutes, Fusobacteria e in mi-
sura minore da Proteobactetia, Actinobactetia, Teneticutes
e Deferribacteres, mentre a livello di ordine sono stati iden-
tificati: Bacteroidales, Clostridiales, Fusobacteriales, En-
terobacteriales, Selenomonadales, Erisipelotricales, Bur-
kolderiales, Lactobacillales, Aeromonadales, Campylo-
bacterales, Coriobacteriales, Mycoplasmatales, Deferri-

Tabella 1 - Risultati del modello gerarchico; lo score diminuisce in maniera significativa
lungo il tempo (=-0,435, p=0,000), ma non c’é differenza tra i due gruppi (p=0,836),
né considerando l'interazione tra il gruppo e il tempo (p=0,354).

Coefficiente B Errore Standard t P>t (95% IC)
Tempo -0,435 0,032 -13,660 0,000 -0,498 -0,372
Gruppo
Controlli 0,059 0,282 0,210 0,836 -0,518 0,636
Gruppo*Tempo
Controlli 0,042 0,045 0,930 0,354 -0,047 0,131
Intercetta 5,256 0,199 26,460 0,000 4,849 5,663
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Figura 4 - Abbondanza relativa dei generi con una differenza di quantita statisticamente significativa nei campioni a seconda del tem-

po e del trattamento.

bacterales. I.’analisi del microbiota a livello di ordine, non
ha evidenziato differenze di composizione significative tra
igruppi A e B.

Considerando il parametro trattamento, le analisi di diversita
alfa (diversita intraindividuale del microbiota) e beta (diversita
interindividuale del microbiota) non hanno rivelato alcuna
differenza nel numero e nell’abbondanza degli Amplicon
Sequence Variant (ASV) che compongono i due gruppi
di animali A e B (alfa p=0,7; beta p=0,09).
Raggruppando i campioni per tempo di campionamen-
to e trattamento, alcuni ordini hanno un’evoluzione nel
tempo diversa nel gruppo A e nel gruppo B (Fig. 3). Ad
esempio, I'ordine Clostridiales ¢ aumentato in T2 nel
gruppo B ma non in A. ’ordine Enterobacteria-

le in cani affetti da diarrea acuta non complicata. Il mi-
glioramento del F'S nel tempo ¢ stato evidenziato sia nei
cani trattati con il probiotico sia nei cani trattati con il pla-
cebo. Seppur in modo non statisticamente significativo,
nel gruppo A (probiotico) il miglioramento dello score ¢
stato raggiunto piu rapidamente. Questo dato si differenzia
da quanto ottenuto da altri autoti in studi simili,"” forse
a causa del numero ridotto di pazienti incluso nel nostro
studio. Un’altra ticerca® ha ottenuto un miglioramento sta-
tisticamente significativo nell’aspetto delle feci utilizzan-
do uno score “Waltham Faeces Scoring System”, suddi-
viso in un numero maggiore di intervalli (9 rispetto a 7).

les presenta un andamento pressoché costante nel
gruppo B mentre diminuisce a T2 nel gruppo A.
I dati sono stati filtrati in base all’abbondanza del-

Sembra che l'utilizzo del probiotico incrementi i

batteri utili alla salute dell’intestino, a scapito di
quelli dannosi.

le differenze nei generi per visualizzare meglio la
loro distribuzione tra i campioni e gli individui (Fig.
4). In particolare, il genere Lactobacillus ¢ 450 volte pit ab-
bondante nel gruppo A rispetto a quello B al giorno 8.
Al giorno 16, i generi Salmonella ed Helicobacter sono pit
abbondanti nel gruppo A, mentre Escherichia/ Shigella ¢ piu
abbondante nel gruppo B (Fig. 4).

DISCUSSIONE
Questo studio ha valutato P'effetto di una formulazione
probiotica sul’andamento clinico e sul microbiota feca-

Dato che l'utilizzo del FS implica un grado di soggetti-
vita e difficolta di comparazione nel caso si utilizzino sco-
re differenti, nel nostro studio abbiamo insetito la valu-
tazione del microbiota, analizzando le eventuali vatiazioni
nel gruppo probiotico vs. placebo. Studi precedenti han-
no dimostrato che i cani con diarrea acuta non compli-
cata, abbiano alterazioni significative nel loro microbio-
ta (es. tiduzione della biodiversita, alterazione delle comunita
microbiche, aumento dell’indice disbiotico).>!**
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11 dato piu interessante nel nostro studio ¢ rappresenta-
to dall’aumento della presenza di lattobacilli a T2 nel grup-
po A (probiotico) rispetto al gruppo B (placebo). Infat-
t, gli effetti benefici dei lattobacilli sono numerosi e ri-
feribili alla produzione di molecole quali acidi organici (es.
Ietanolo) e batteriocine, che modificano il pH intestina-
le e inibiscono la colonizzazione mucosale dei germi op-
portunisti.?!

L utilizzo di probiotici, in corso di sindrome da diarrea
emorragica acuta secondatia a Clostridium perfringens, riduce
la percentuale di questo batterio al giorno 21.2E possi-
bile, inoltre, che essi abbiano un effetto benefico anche
sul sistema immunitario, regolando la produzione di ci-
tochine pro-infiammatorie e favorendo la risposta dei lin-
fociti T.* Sebbene non esista un dato simile in paziend
con diarrea acuta non complicata, uno studio sul micro-
biota di cani con diarrea cronica ha rilevato una notevo-
le riduzione di Lactobacillus spp. ed Enterococens spp. trispetto
ai cani sani*, in grado di svolgere un potenziale ruolo pro-
biotico favorevole alla salute dell’ecosistema intestinale nei
cani sani.** Infatti uno studio effettuato su pazienti con
diarrea cronica trattati con probiotico per 60 giorni ha mo-
strato un incremento del numero di lattobacilli e bifido-
batteti rispetto alla popolazione controllo.”

E anche noto che i bambini con diarrea acuta in fase sin-
tomatica mostrino un numero di lattobacilli nettamente
inferiore rispetto alle fasi di remissione della malattia.”®
Le limitazioni di questo studio comprendono il fatto di
non aver individuato la causa primaria scatenante la diar-
rea. Nella pratica quotidiana, in corso di diarrea acuta, non
sempre ¢ possibile individuare il fattore eziologico primatio.
Infatti, se alla visita clinica il cane si presenta in buone con-
dizioni generali, si puo scegliere di intraprendere una te-
rapia sintomatica. I.’uso del probiotico ¢ una opzione va-
lida in corso di diarrea acuta, da prediligere rispetto al-
lutilizzo degli antibiotici. Iutilizzo di antibiotico (me-
tronidazolo) vs probiotico nella diarrea acuta® del cane,
non ha mostrato differenza significativa nei tempi di re-
missione. In contrasto, un recente studio ha evidenziato
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che la somministrazione di metronidazolo in corso di diar-
rea acuta sia in grado di ridurre la durata della sintoma-
tologia, tispetto al placebo.”” Data la presenza di risulta-
ti contrastanti e il rischio di sviluppo di antibiotico-resi-
stenza, la somministrazione di antibiotico in corso di diat-
rea acuta non complicata, dovrebbe essere evitato.

Per il tipo e la concentrazione dei batteri vitali presenti nel
probiotico utilizzato ci si ¢ basati sulle dichiarazioni del-
la ditta, manca la valutazione da parte di un laboratorio
indipendente. Se la concentrazione di batteri vitali fosse
stata inferiore a quella dichiarata, questo fatto potrebbe
aver influito sui nostri risultati.

11 numero ridotto di cani inclusi rappresenta un altro li-
mite del nostro studio. Avendo scelto di eseguire il se-
quenziamento del gene 16S mediante NGS, il costo ele-
vato di tale analisi ha influito sulla numerosita campionaria.

Questo studio presenta dei limiti, ma evidenzia

una modifica del microbiota in seguito alla som-
ministrazione di probiotici.

Un altro limite individuato potrebbe essere 'aver lascia-
to ai proprietari la valutazione del FS. Questo potrebbe
aver influito sulla mancanza di significativita statistica tra
i due gruppi; infatti i proprietari hanno avuto la tenden-
za a preferire i valori estremi all'interno della scala di FS
trascurando i punteggi intermedi.

Sulla base dei risultati ottenuti in questo studio, ¢ possi-
bile affermare che il probiotico (Florentero Act) ¢ efficace
nel supporto di un microbiota composto in prevalenza da
famiglie batteriche eubiontiche a scapito di quelle pato-
gene.

Ultetioti studi eseguiti aumentando la numerosita della po-
polazione, applicando categorie eziologiche piu definite
e campionamenti fecali pitt numerosi e condotti per un
periodo di tempo pit prolungato, sarebbero necessari per
comprendere meglio il ruolo del probiotico nella modi-
ficazione del microbiota, in corso di diarrea acuta.

¢ Questo € uno studio prospettico randomizzato in doppio-cieco che valuta I'utilizzo di un pro-

biotico in caso di diarrea acuta.

Nessuna differenza é stata riscontrata tra il tempo di remissione dei segni clinici tra chi as-

sumeva placebo e chi probiotico, ma si € constatato un aumento dei lactobacilli nel secon-

do gruppo.

| lactobacilli fanno parte dei batteri eubiotici utili per il benessere dell’intestino e inibiscono

i batteri nocivi.
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Clinical evaluation and effect on fecal microbiota of a probiotic formulation
in dogs with acute non-concerning diarrhea. A randomized double blinded
placebo-controlled clinical trial
Summary

Introduction and aim of the study: probiotics supplementation during acute diarrhea in dogs have been investigated in few
clinical studies, although the effect on gut microbiome is still largely unknown.

The aim of the study was to evaluate the effects of probiotics in dogs with acute non-concerning diarrhea. Duration of clinical signs,
Jfecal score (FS) and miicrobiome composition were analyzed.
Materials and methods: A randomized, dounble-blinded placebo controlled clinical trial was performed, including dogs experiencing
an episode of acute diarrhea. Group A was assigned to probiotic while Group B to placebo, both for 8 days. Fecal score (FS) and
defecation frequency were evaluated. Microbiota composition was assessed at days 0 (10), 8 (I'1) and 16 (12).

Results: 30 dogs were enrolled and divided in Group A (n=15) and B (n=15). No statistical differences were noted for F'S at
10, nor the diarrbea resolution time. In Group B, Clostridiales count was increased at T2, while in Group A Enterobacteriales count
was decreased at T2. Lactobacillus spp. was 450 times increased in Group A at T2.

Discassion: althongh no clinical statistical significance was present among the two groups, the increase of Lactobacillus spp. at T2
in Group A may potentially have a beneficial effect on the recovery of the eubiotic gut microbiota, connteract the pathogenic one.
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