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I. EINLEITUNG

Probiotika sind lebende Mikroorganismen, die einen gesundheitlichen Vorteil
bringen, wenn sie in ausreichender Menge verabreicht werden (WHO/FAO, 2002).
Eine positive Wirkung kann unter anderem durch die Verdringung von Pathogenen,
Immunmodulation, Unterstiitzung der Darmbarriere und durch
Néhrstoffbereitstellung erfolgen (DOBSON et al., 2012; ASHRAF und SHAH,
2014; NAGPAL et al., 2018). Positive Effekte einer Probiotika-Therapie konnten
bei Hunden mit unterschiedlichen gastrointestinalen Erkrankungen in vorherigen
Studien beobachtet werden.

Das Akute hémorrhagische Diarrhoesyndrom (AHDS) des Hundes ist eine
Erkrankung, die durch das akute Auftreten von blutigem Durchfall gekennzeichnet
ist, dem in circa 80 % der Fille Erbrechen vorausgeht (MORTIER et al., 2015).
Unter symptomatischer Therapie, bei der vor allem der Ausgleich der Hypovoldmie
durch intravendse Fliissigkeitssubstitution eine zentrale Rolle spielt, zeigen
Patienten mit AHDS in der Regel eine schnelle klinische Besserung. Bei Patienten,
die keine Anzeichen einer Sepsis haben, ist eine antibiotische Therapie nicht
grundsdtzlich indiziert (UNTERER et al., 2011). Die Pathophysiologie des AHDS
ist derzeit nicht vollstindig geklart, aber Clostridium (C.) perfringens, insbesondere
Enterotoxin- und  NetF-Toxin-produzierende  Stimme  scheinen am
Krankheitsprozess beteiligt zu sein (MINAMOTO et al., 2014b; UNTERER et al.,
2014; GUARD et al., 2015).

Das intestinale Mikrobiom spielt als metabolisches und immunologisches Organ
eine wichtige Rolle fiir die Gesundheit des Wirts, indem es unter anderem das
Immunsystem  moduliert, den Wirt vor Pathogenen schiitzt und
Nahrungsbestandteile verstoffwechselt (BAUER et al., 2006; KAMADA et al.,
2013; ROWLAND et al., 2018; TIZARD und JONES, 2018). Patienten mit AHDS
weisen, verglichen mit gesunden Hunden, eine intestinale Dysbiose auf. Eine
Normalisierung der intestinalen Dysbiose erscheint aufgrund der wichtigen
Funktionen des Mikrobioms sinnvoll.

Ziel dieser prospektiven, placebokontrollierten, randomisierten Studie war es
herauszufinden, welchen Effekt ein Probiotikum auf den klinischen Verlauf, das

fakale Mikrobiom und toxinbildende C. perfringens bei Hunden mit AHDS hat.
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II. LITERATURUBERSICHT

1. Das intestinale Mikrobiom

Als intestinales Mikrobiom bezeichnet man die Gesamtheit des Genoms aller
Mikroorganismen im Darm, wozu Bakterien, Viren, Pilze und Protozoen zihlen
(TURNBAUGH et al., 2007; MARCHESI und RAVEL, 2015). Die intestinale
Mikrobiota ist definiert als die Gemeinschaft aller Mikroorganismen im Darm
(TURNBAUGH et al., 2007; JOHNSON und VERSALOVIC, 2012). Die Begriffe
stammen aus dem Altgriechischen, von ,mikros* fiir ,klein“ und ,bios* fiir
,Leben“ ab (BANAY, 1948). Joshua Lederberg beschrieb 2001 das menschliche
Mikrobiom als eine 6kologische Gemeinschaft von Kommensalen, Symbionten
und Pathogenen, die einen bestimmen Raum im Kdrper teilen und mafigeblichen
Einfluss auf Gesundheit und Krankheit haben (LEDERBERG und MCCRAY,
2001).

Der Gastrointestinaltrakt von Sdugetieren wird von {iber 100 Billionen
Mikroorganismen besiedelt. Somit wird angenommen, dass die mikrobiellen
Zellen, die Anzahl der Zellen des Wirtsorganismus zehnfach iibersteigen
(BACKHED et al., 2005; TURNBAUGH et al., 2007). Bakterien nechmen den
GroBteil des intestinalen Mikrobioms ein, weshalb sich die meisten Studien auf dem
Gebiet des intestinalen Mikrobioms auf Bakterien konzentrieren (SWANSON et
al., 2011).

1.1. Zusammensetzung bei gesunden Hunden

Die meisten Studien zum intestinalen Mikrobiom bei Séugetieren fokussieren sich
aufgrund der Praktikabilitidt auf die Analyse des fdakalen Mikrobioms. In der
Tiermedizin gibt es zudem wenige Studien, in denen auch das Mikrobiom
proximaler Teile des Gastrointestinaltraktes untersucht wurde (LESER et al., 2002;
MENTULA et al., 2005; SUCHODOLSKI et al., 2005; GONG et al., 2007;
SUCHODOLSKI et al., 2008; XENOULIS et al., 2008; HONNEFFER et al., 2017).

Die Gesamtzahl der Bakterien unterscheidet sich zwischen verschiedenen
Abschnitten des Gastrointestinaltraktes. So konnte mittels bakterieller Kultur
festgestellt werden, dass sich im Magen 10! - 10° koloniebildende Einheiten pro

Gramm Mageninhalt (KBE/g) befinden (SUCHODOLSKI, 2011). Im Diinndarm
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befinden sich circa 10 - 10° KBE/g, wobei die Zahl der Bakterien im Ileum im
Vergleich zu proximalen Teilen des Diinndarms hoher ist (BENNO et al., 1992;
MENTULA et al., 2005). Im Dickdarm sind bis zu 10!! KBE/g enthalten
(MENTULA et al., 2005).

Die bakteriellen Phyla Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria, Fusobacteria und
Actinobacteria machen bis zu 99 % der bakteriellen Mikrobiota im gesamtem
Darmtrakt gesunder Hunde aus (SUCHODOLSKI et al., 2005; SUCHODOLSKI et
al., 2008; MIDDELBOS et al., 2010; HANDL et al., 2011; SUCHODOLSKI, 2011;
SWANSON et al., 2011; HONNEFFER et al.,, 2017). Genaue Zahlen zur
Zusammensetzung unterscheiden sich je nach Studie aufgrund von Unterschieden
hinsichtlich der Methodik zur Untersuchung des Mikrobioms, wie zum Beispiel
(z.B.) verschiedenen Desoxyribonukleinsidure-(DNA )-Extraktionsmethoden,
weshalb ein direkter Vergleich zwischen Studien schwierig ist (SUCHODOLSKI,
2011; CLOONEY et al., 2016). Metagenomische Sequenzierung sowie
Sequenzierung des 16S-ribosomalen-Ribonukleinsdure-(16S-rRNA)-Gens in
Kotproben gesunder Hunde zeigten, dass Firmicutes und Bacteroidetes den
Grofiteil der Phyla einnehmen (SWANSON et al., 2011; HONNEFFER et al.,
2017), womit die intestinale Mikrobiota des Hundes groBe Ahnlichkeiten zu der des
Menschen aufweist (ECKBURG et al., 2005; SWANSON et al., 2011; COELHO
et al, 2018). Je nach Methodik machen Firmicutes und Bacteroidetes
unterschiedlich grofe Anteile des caninen fakalen Mikrobioms aus. Mittels
metagenomischer Analyse nehmen diese jeweils etwa 35 % der gemessenen
Sequenzen im Kot ein (SWANSON et al., 2011). Bei einer Sequenzierung des 16S-
rRNA-Gens machten Bacteroidetes 27 bis 34 % und Firmicutes 17 bis 27 % der
fédkalen bakteriellen Phyla aus (SWANSON et al., 2011). In einer anderen Studie
waren mittels 16S-rRNA-Sequenzierung 95,36 + 5,19 % Firmicutes und 2,25 +
5,37 % Bacteroidetes im Kot anteilsmiBig zu finden (HANDL et al., 2011). In einer
weiteren Studie machten mittels 16S-rRNA-Sequenzierung Bacteroidetes 31 bis
34 % und Firmicutes 14 bis 28 % der fdkalen Sequenzen aus (MIDDELBOS et al.,
2010). Anteile der Proteobacteria wurden je nach Methodik mit 5 bis 15 % und
Anteile der Fusobacteria mit 0,3 bis 44 % im Kot beschrieben (MIDDELBOS et
al., 2010; HANDL et al., 2011; SWANSON et al., 2011).

Die Zusammensetzung und Vielfalt des Mikrobioms variiert zwischen

verschiedenen Teilen des Gastrointestinaltraktes, wobei die bakterielle Vielfalt
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entlang des Gastrointestinaltraktes steigt (SUCHODOLSKI et al., 2005). Im Magen
machen Helicobacter Spezies (spp.), die der Mukosa anheften, den Grofteil der
Bakterien aus (GARCIA-MAZCORRO et al., 2012). Zusétzlich dominieren
Lactobacillus  spp., sowie Streptococcus spp. und Clostridium  spp.
(SUCHODOLSKI, 2011). Der Diinndarm gesunder Hunde wird sowohl von
Acrobiern, sowie fakultativen Anaerobiern besiedelt, wahrend sich im Dickdarm
hauptsichlich strikte Anaerobier befinden (BENNO et al., 1992; MENTULA et al.,
2005; SUCHODOLSKI, 2011). Wahrend im Diinndarm Proteobacteria bis zu ein
Drittel der bakteriellen Phyla ausmachen, nehmen sie im Dickdarm nur circa 1 %
der Gesamtpopulation ein (SUCHODOLSKI et al., 2008; XENOULIS et al., 2008;
HONNEFFER et al., 2017). Die héufigste mittels Sequenzierung des 16S-rRNA-
Gens ermittelte Ordnung stellen im Duodenum und Jejunum Clostridiales und im
Ileum und Colon Fusobacteriales und Bacteroidales dar (SUCHODOLSKI et al.,
2008). Enterobacteriales werden im Diinndarm in hheren Mengen nachgewiesen
als im Dickdarm (SUCHODOLSKI et al., 2008). Die Ordnung Lactobacillales kann
sowohl in Duodenum, Jejunum, als auch Colon in grolen Mengen gefunden
werden, wohingegen diese nur circa 1 % im Ileum ausmachen (SUCHODOLSKI
et al., 2008). Im Kot stellen Clostridiales, Erysipelotrichales, Lactobacillales und
Coriobacteriales die dominanten Ordnungen dar (GARCIA-MAZCORRO et al.,
2011). Mittels 16S-rRNA-Sequenzierung konnten weiterhin Unterschiede
hinsichtlich  bakterieller ~Familien zwischen verschiedenen Teilen des
Gastrointestinaltraktes festgestellt werden (HONNEFFER et al., 2017). So steigt
z. B. die Anzahl der Bacteroidaceae und Ruminococcaceae vom Duodenum zum
Rektum an (HONNEFFER et al., 2017). Beziiglich bakterieller Genera lassen sich
im Kot gesunder Hunde im Durchschnitt 12 % Ruminococcus spp., 5 %
Blautia spp., 4 % Lactobacillus spp., 3 % Bifidobacterium spp., 1 %
Bacteroides spp. und Prevotella spp., sowie unter 1 % Fusobacterium spp.

nachweisen (GARCIA-MAZCORRO und MINAMOTO, 2013).

Jeder Hund weist auBlerdem ein individuelles intestinales mikrobielles Profil auf,
das sich vor allem in unterschiedlicher Zusammensetzung bakterieller Spezies und
Stimme in Proben aus Kolon und Rektum zeigt (SIMPSON et al., 2002;
SUCHODOLSKI et al., 2004, 2005). Trotz der phylogenetischen Unterschiede,
besitzen Individuen einen vergleichbaren Pool mikrobieller Gene, weshalb sich

metabolische Endprodukte in der Regel zwischen gesunden Individuen dhneln
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(LEY et al., 2008; TURNBAUGH et al., 2009; SUCHODOLSKI, 2011; GUARD
und SUCHODOLSKI, 2016).

1.2. Aufgaben im Wirtsorganismus

Das intestinale Mikrobiom stellt ein hochkomplexes Okosystem dar und fungiert
als metabolisches Organ, das multiple Aufgaben im Wirtsorganismus erfiillt
(BACKHED et al., 2005). Wichtige Funktionen, an denen das intestinale
Mikrobiom teilhat, sind unter anderem eine physiologische Entwicklung des
Gastrointestinaltraktes, die Modulation des Immunsystems, der Schutz des Wirtes
vor Pathogenen, die Unterstiitzung der Darmbarriere und die Bereitstellung von
Nahrstoffen (BAUER et al., 2006; KAMADA etal.,2013; ROWLAND etal., 2018;
TIZARD und JONES, 2018). Ein gesundes Mikrobiom ist daher unerlésslich fiir
die Gesundheit des Wirtes. Bereits wihrend frither Lebensphasen des Wirtes spielt
es eine entscheidende Rolle in der physiologischen Entwicklung des
Gastrointestinaltraktes sowie in einer addquaten Entwicklung des Immunsystems
(BAUER et al., 2006). So konnte bei gnotobiotischen Miusen gezeigt werden, dass
diese ecine verdnderte Architektur der Darmwand aufweisen, was sich z. B. in
verminderter Entwicklung des darmassoziierten lymphatischen Gewebes (GALT),
der Peyer’schen Platten und der mesenterialen Lymphknoten im Vergleich zu

normalen Miusen dullerte (MACPHERSON und HARRIS, 2004).

Stoffwechselwege, an denen die intestinale Mikrobiota teilhat, konnten mittels
metagenomischer Analyse untersucht werden und in funktionale metabolische
Kategorien eingeteilt werden. Hier zeigte sich, dass die meisten bakteriellen
Gensequenzen dem Kohlenhydrat-Metabolismus, dem DNA- und RNA-
Metabolismus, dem Protein-Metabolismus, der Vitamin- und Cofaktor-
Biosynthese, dem Zellwandaufbau sowie Virulenzfaktoren zugeordnet werden
kénnen (SWANSON et al.,, 2011). Die Bildung von kurzkettigen Fettsduren
(SCFA) und sekundéren Gallensduren (GS) sind weitere wichtige metabolische
Stoffwechselprozesse, an denen intestinale Bakterien teilhaben (ROWLAND et al.,
2018). Einige intestinale Bakterien, wie z. B. Ruminococcus spp.,
Faecalibacterium. spp., Dorea spp. und Turicibacter spp. sind in der Lage
Kohlenhydrate aus der Nahrung zu fermentieren und daraus SCFA, hauptséchlich
Acetat, Butyrat und Propionat, zu bilden, die dann dem Wirt zur Verfiigung stehen
(SUCHODOLSKI, 2011). Diese haben wiederum vielfdltige Funktionen, indem sie

unter anderem als Energiequelle fiir Enterozyten dienen, die Motilitdt des Darms



II. Literaturiibersicht 6

beeinflussen, anti-entziindlich wirken und durch pondus-Hydrogenii-(pH)-Wert-
Senkung die Vermehrung pH-sensitiver Pathogene hemmen (CHERRINGTON et
al., 1991; ARPAIA et al., 2013; SMITH et al., 2013; KIM et al., 2014). Intestinale
Bakterien spielen auch im GS-Metabolismus eine Rolle, indem bakterielle Spezies
des Phylums Firmicutes, bei Hunden vor allem die Spezies C. hiranonis, im Kolon
primire GS, die im Ileum nicht riickresorbiert wurden, in sekundére GS umwandeln
(KITAHARA etal.,2001; GUARD, 2017). Sekundire GS sind Signalmolekiile und
somit unter anderem in der Lage an Rezeptoren, wie z. B. den GS-spezifischen G-
Protein-gekoppelten GS-Rezeptor (TGRS), zu binden, wodurch die Bildung pro-
inflammatorischer Zytokine gemindert wird (KAWAMATA et al., 2003). Zudem
haben sie liber den Farnesoid-X-Rezeptor Einfluss auf den Glucose-Metabolismus

(TRAUNER et al., 2010).

Weitere Metaboliten, die von der intestinalen Mikrobiota gebildet werden und dem
Wirt somit zur Verfiigung stehen, sind z. B. B-Vitamine sowie Vitamin K

(LEBLANC et al., 2011).

Zwischen der intestinalen Mikrobiota und den Zellen des Wirtes findet eine
staindige Interaktion statt. Diese kann entweder iiber direkten Kontakt zwischen
mikrobiellen Zellen und Rezeptoren auf Wirtszellen oder indirekt, iiber von
Mikroorganismen gebildete Metaboliten, stattfinden, wodurch Kommensalen des
Gastrointestinaltraktes einen Einfluss auf das Immunsystem des Wirtes haben
(HOOPER et al., 2012; KAINULAINEN et al., 2015). So fiihrt z. B. von Bakterien
physiologischerweise gebildetes Indol zu einer reduzierten Bildung pro-
inflammatorischer ~Chemokine und einer gesteigerten Bildung anti-
inflammatorischer Zytokine (BANSAL et al., 2010). Bei gnotobiotischen Mausen
konnte gezeigt werden, dass diese im Vergleich zu spezifisch pathogenfreien
Maiusen signifikant weniger Immunglobulin-A-(IgA)-produzierende Plasmazellen
in der Darmwand sowie signifikant weniger intraepitheliale Lymphozyten
aufweisen, was in reduzierter immunologischer =~ Abwehr resultiert

(MACPHERSON und HARRIS, 2004).

Ein gesundes intestinales Mikrobiom trigt zudem zu einer intakten Darmbarriere
bei, die essentiell ist, um eine Translokation z. B. von pathogenen Keimen zu
vermeiden. Im Darm finden sich zwischen den Epithelzellen sogenannte Tight-
Junctions, die aus spezifischen Proteinen gebildet werden und eine wichtige

Barrierefunktion darstellen sowie den parazelluliren Transport beeinflussen
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(GASBARRINI und MONTALTO, 1999). Es konnte gezeigt werden, dass von
Bakterien gebildetes Indol die Bildung von Tight-Junction-Proteinen positiv

beeinflusst (BANSAL et al., 2010).

Ein Schutz vor Pathogenen kann nicht nur tiber den Einfluss auf das Immunsystem,
eine intakte Darmbarriere oder die Bildung von SCFA oder GS gewdhrleistet
werden. Intestinale Bakterien sind zudem in der Lage direkt vor Pathogenen zu
schiitzen, indem sie z. B. sogenannte Bakteriozine, antimikrobielle Peptide, bilden,
die spezifisch Bakterien der gleichen oder einer dhnlichen Art abtdten konnen
(HAMMAMI et al., 2013). Weiterhin kdnnen Kommensalen Pathogene hemmen,
indem sie mit ihnen um Nahrstoffe konkurrieren (MOMOSE et al., 2008).

1.3. Labordiagnostische Untersuchung

Zum Nachweis von Bakterien im Gastrointestinaltrakt gibt es verschiedene
Verfahren. Der Fokus liegt bei modernen Untersuchungsmethoden nicht nur auf
dem Nachweis potentiell pathogener Keime, sondern auf der Erfassung der
vielfdltigen intestinalen Mikrobiota sowie deren Funktion (COSTA und WEESE,
2019). Mittels moderner Hochdurchsatzverfahren der DNA-Sequenzierung und
bioinformatischen Analysen konnte die Untersuchung des intestinalen Mikrobioms
in den letzten Jahren revolutioniert werden (TURNBAUGH et al., 2007; BARKO
et al., 2018).

1.3.1. Bakterielle Kultivierung

Bei der bakteriellen Kultivierung werden Mikroorganismen in beziehungsweise
(bzw.) auf speziellen Ndhrmedien unter bestimmten Bedingungen vermehrt und
konnen dann anhand verschiedener Merkmale, wie z. B. ihrer Morphologie,
identifiziert und anschlieBend quantifiziert werden (MARKEY et al., 2013). Die
Kultivierung ist eine giinstige aber zeitaufwiandig Methode, die iiber viele Jahre die
einzige Moglichkeit zur Erfassung von intestinalen Bakterien darstellte (COSTA
und WEESE, 2019). Mittels herkdmmlicher Kultivierungs-Methoden kann nur ein
Bruchteil intestinaler Bakterien nachgewiesen werden (AMANN et al., 1995;
HAYASHI etal.,2002; LESER et al., 2002; SUCHODOLSKI, 2016). Griinde dafiir
sind unter anderem, dass Spezies mit einer bestimmen Kultivierungsmethode nicht
kultivierbar sind, oder sich zwar mit der gewéhlten Kultivierungsmethode
anzilichten lassen wiirden, aber sich in einem nicht-kultivierbaren Zustand befinden,

wie es z. B. bei Salmonella enteritidis beschrieben wurde (ROSZAK et al., 1984).
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Weiterhin kann eine Kultivierung fehlschlagen, wenn sich unbekannte Spezies in
einer Probe befinden, fiir die passende Kultivierungsmethoden nicht etabliert sind
(AMANN et al., 1995). Somit lassen sich vor allem Bakterien kultivieren, die
schnellwachsend sind, aerob leben und sich demnach leicht unter
Laborbedingungen vermehren, wihrend die intestinalen Bakterien groftenteils
strikte Anaerobier sind und demnach schwierig anzuziichten sind (HIERGEIST et
al., 2015).

Eine herkdmmliche bakterielle Kultivierung eignet sich daher nur bedingt, um
einen Riickschluss auf die komplexe Zusammensetzung des intestinalen
Mikrobioms zu ziehen (SUAU et al., 1999). In den letzten Jahren wurden
sogenannte ,,Culturomics“-Analysen entwickelt, bei denen mittels vieler
verschiedener Ndhrmedien und unterschiedlicher Bedingungen der Lebensraum der
in einer Probe enthaltenen Bakterien nachgeahmt wird (LAGIER et al., 2012).
Mittels dieses Verfahrens konnte der Grof3teil der intestinalen Bakterien kultiviert
werden (LAU et al, 2016). Diese Verfahren sind jedoch nur in speziellen

Forschungslabors etabliert.

1.3.2.  Molekulare Methoden

Mit Hilfe molekularer Methoden wird bakterielle DNA oder Ribonukleinsdure
(RNA) nachgewiesen, wodurch der Nachweis bisher unbekannter intestinaler
Bakterien erfolgen konnte (SUAU et al., 1999). Je nach Methode werden diese
derzeit nur zu wissenschaftlichen Zwecken eingesetzt und sind mit hohen Kosten

verbunden.

In allen prokaryotischen Zellen, also Bakterien und Archaeen, kodiert das 16S-
rRNA-Gen fiir ein ribosomales RNA-Molekiil der 30S-Untereinheit des Ribosoms
(FUKUDA et al., 2016). Dieses Gen enthélt mehrere konservierte Regionen, die
zwischen nahezu allen Bakterien identisch sind, weshalb bei vielen molekularen
Methoden zur Identifikation von Bakterien das 16S-rRNA-Gen herangezogen wird
(OLSEN et al., 1986). Zwischen den konservierten Regionen weist das Gen
variable Regionen auf, die sich zwischen Bakterien unterscheiden und zur
Klassifizierung verwendet werden kdnnen (OLSEN et al., 1986; FUKUDA et al.,
2016).

1.3.2.1. Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Bei einer Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) werden kurze Nukleinséure-
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Sequenzen innerhalb einer intakten bakteriellen Zelle ohne vorherige DNA- oder
RNA-Extraktion nachgewiesen, indem spezifische fluoreszierende Oligonukleotid-
Sonden an sie binden (MOTER und GOBEL, 2000). Mittels FISH konnen direkte
Riickschliisse auf Anwesenheit, Anzahl, Morphologie und Lokalisation von
Mikroorganismen z. B. in einer Gewebeprobe unter dem Mikroskop gezogen
werden (MOTER und GOBEL, 2000). In Bezug auf den Gastrointestinaltrakt lasst
sich somit visualisieren, ob Mikroorganismen z. B. intraluminal, dem Darmepithel
anhaftend oder innerhalb der Mukosa liegen. Diese Methode findet in der
Tiermedizin z. B. regelmiBig Anwendung beim Nachweis enteroinvasiver
Escherichia (E.) coli in der Dickdarmmukosa bei Hunden mit granulomatdser

Kolitis (SIMPSON et al., 2006).

1.3.2.2. Quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion

Mit Hilfe einer Polymerasekettenreaktion (PCR) koénnen spezifische Gruppen oder
Spezies von Organismen nach DNA-Extraktion durch Vervielfiltigung der DNA
nachgewiesen werden (CHRISTEN et al., 2015). Hierfiir sind spezifische Primer
notwendig, um die bakteriellen Gruppen oder Spezies anhand der Regionen des
16S-rRNA-Gens nachzuweisen. Wéhrend einer PCR wird die DNA mittels Hitze
denaturiert und zwei Oligonukleotide, die sich im Bereich des 16S-rRNA-Gens
anlagern, sowie die vier Desoxyribonukleosidtriphosphate zugegeben. Das Enzym
DNA-Polymerase lagert folglich die Desoxyribonukleosidtriphosphate an die
DNA-Matrize an. Die dabei entstehenden doppelstrangigen PCR-Produkte werden
erneut denaturiert und im Rahmen mehrerer Zyklen exponentiell amplifiziert
(MULLIS und FALOONA, 1987). Bei einer quantitativen Echtzeit-PCR (qPCR)
wird, im Gegensatz zur normalen PCR, bei der eine Quantifizierung erst nach
Abschluss des PCR-Prozesses moglich ist, zeitgleich zur DNA-Amplifizierung eine
Quantifizierung gewahrleistet. Dies erfolgt, indem fluoreszierende Farbstoffe, wie
z. B. Ethidiumbromid oder SYBR Green I, an die akkumulierenden
doppelstrangigen DNA-Produkte binden und somit eine Steigerung des
Fluoreszenzsignals gemessen werden kann. (HIGUCHI et al., 1993; MORRISON
et al., 1998).

Dieses Verfahren eignet sich in Bezug auf das intestinale Mikrobiom weniger, um
einen umfassenden FEinblick zu erlangen, sondern vielmehr, um spezifische
bakterielle Gruppen zu detektieren (COSTA und WEESE, 2019). Diese Methode

erlaubt somit z. B. Verlaufskontrollen wihrend einer Therapie durchzufiihren, um
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den Einfluss auf bestimmte bakterielle Gruppen zu evaluieren und Werte

miteinander vergleichen zu konnen (GRONVOLD et al., 2010).

Ein 2017 entwickeltes qPCR-basiertes Verfahren, der sogenannte Dysbiose-Index
(DI), stellt in der Tiermedizin eine neue Mdglichkeit dar, um eine intestinale
Dysbiose bei Hunden mittels Kotuntersuchung zu ermitteln (ALSHAWAQFEH et
al., 2017b). Der DI wurde urspriinglich an Hunden mit chronischer Enteropathie
validiert und zeigt eine Sensitivitit von 74 % sowie eine Spezifitit von 95 % zur
Unterscheidung zwischen gesunden Hunden und Hunden mit chronischer
Enteropathie. Er ist reproduzierbar, kostengiinstiger und schneller durchfiihrbar als
gingige Sequenzierungs-Verfahren und eignet sich somit insbesondere fiir
Verlaufskontrollen. Der DI bezieht bakterielle Taxa mit ein, die sich in vorherigen
qPCR- oder 16S-rRNA-Gen-Sequenzierungs-basierten Studien bei Hunden mit
gastrointestinalen Erkrankungen im Vergleich zu gesunden Hunden signifikant
verdndert zeigten. Hierbei wurden Studien miteinbezogen, die Verdnderungen im
Mikrobiom bei Hunden mit Inflammatory Bowel Disease (IBD), mit akutem
blutigem und nicht-blutigem Durchfall sowie mit exokriner Pankreasinsuffizienz
beschrieben (XENOULIS et al., 2008; SUCHODOLSKI et al., 2010;
SUCHODOLSKI et al., 2012a; SUCHODOLSKI et al., 2012b; MINAMOTO et al.,
2014b; MINAMOTO et al., 2014a; ROSSI et al., 2014; GUARD et al., 2015;
VAZQUEZ-BAEZA et al., 2016; ALSHAWAQFEH et al., 2017a; ISAIAH et al.,
2017). Die Menge an Bakterien der sieben bakteriellen Taxa Faecalibacterium spp.,
Turicibacter spp., Streptococcus spp., E. coli, Blautia spp., Fusobacterium spp. und
C. hiranonis, sowie die totale Bakterienmenge wird im Rahmen des DI ermittelt
und mittels mathematischem Algorithmus zu einer einzelnen Zahl verrechnet. Ein
DI < 0 spricht fiir eine Normobiose, wéihrend ein DI > 0 fiir eine Dysbiose spricht.
Je hoher der DI, desto stirker weicht das Mikrobiom in der entsprechenden

Kotprobe von einer Normobiose ab (ALSHAWAQFEH et al., 2017b).
1.3.2.3. DNA-Sequenzierung

1.3.2.3.1. 16S-rRNA-Amplikon-Sequenzierung

Mittels 16S-rRNA-Amplikon-Sequenzierung werden spezifische Nukleotid-
Abfolgen der variablen Regionen der 16S-rRNA ermittelt, wobei die PCR einen
Teilschritt dieser DNA-Sequenzierungsmethode darstellt (ANSORGE, 2009). Die

dabei selektiv amplifizierten DNA-Fragmente werden Amplikons genannt. Altere
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Verfahren zur Gensequenzierung, wie z. B. die Sanger-Sequenzierung, die eine
kostenintensive Methode darstellt, um kleine Probenzahlen zu analysieren oder
begrenzte Sequenzinformationen spezifischer Gen-Regionen zu gewinnen, wurden
in der Vergangenheit durch Hochdurchsatzverfahren abgelost (SANGER et al.,
1977; MOROZOVA und MARRA, 2008).

Die heutzutage am hdufigsten verwendete Methode zur Mikrobiom-Analyse ist die
[lumina-Sequenzierung (COSTA und WEESE, 2019). Diese Methode zihlt zu der
sogenannten ,,Sequenzierung der nichsten Generation®, aus dem Englischen ,,next
generation sequencing®, und ermdglicht die gleichzeitige Analyse vieler Proben
ohne eine vorherige Klonierung. Sie stellt im Vergleich zur Sanger-Sequenzierung
eine deutlich giinstigere und zeitsparendere Methode dar (FUKUDA et al., 2016).
Bei dieser Methode befinden sich spezifische Adapter an den Enden der
doppelstrangigen DNA-Fragmente. Nach Denaturierung in Einzelstringe kommt es
zu einer Briickenamplifizierung auf einer Glasplatte, die sogenannte ,,flow cell®,
bei der Cluster mit gleicher Sequenz aus den DNA-Fragmenten entstehen. Im
Folgenden werden die entstandenen Cluster sequenziert, wobei sich
fluoreszenzmarkierte Nukleotide anlagern und somit eine Identifikation ermdglicht
wird. Hierbei kdnnen hunderte bis zu Millionen Cluster parallel sequenziert werden
(BENTLEY et al., 2008). AnschlieBend werden die Ergebnisse mit Hilfe spezieller
Software, wie z. B. QIIME oder mothur, ausgewertet, indem die ermittelten
Sequenzen mit Datenbanken, wie z. B. Greengenes, SILVA oder RDP, abgeglichen
werden (BALVOCIUTE und HUSON, 2017; LAWLEY und TANNOCK, 2017;
SCHLOSS, 2020). Bei der Illumina-Sequenzierung kann es aufgrund der erzeugten
kurzen DNA-Sequenzen zu verminderter Genauigkeit der taxonomischen

Identifikation bakterieller Arten kommen (COSTA und WEESE, 2019).

1.3.2.3.2. Metagenomische Sequenzierung

Eine weitere heutzutage hiufig verwendete Methode zur Analyse des Mikrobioms
ist die Metagenom-Sequenzierung, auch ,,Shotgun sequencing® genannt, mittels
derer mikrobielle Gemeinschaften eines Habitats untersucht werden konnen
(HILLMANN et al., 2018). Bei diesem Verfahren wird nicht das 16S-rRNA-Gen
zu Analyse herangezogen. Stattdessen wird die gesamte in einer Probe enthaltene
DNA zundchst extrahiert und dann in willkiirlich grofe Fragmente geteilt,
worauthin alle vorhandenen Gene sequenziert werden (ANDERSON, 1981). Eine

Software setzt darauthin aus den kurzen Sequenzfragmenten die
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Sequenzinformation aller Gene zusammen, die dann mit Referenzkatalogen
abgeglichen werden (HILLMANN et al., 2018). Eine vorherige Klonierung oder
Amplifizierung spezifischer Gene mittels PCR ist bei diesem Verfahren nicht
notwendig (HUSON et al., 2009). Da bei der Metagenom-Sequenzierung, im
Gegensatz zu den herkdmmlichen Sequenzierungs-Verfahren, nicht nur das 16S-
rRNA-Gen analysiert wird, bietet die metagenomische Analyse nicht nur Einsicht
in die phylogenetische Zusammensetzung des Mikrobioms, sondern auch in die
physiologischen Stoffwechselaktivititen der enthaltenen Mikroorganismen
(TRINGE und HUGENHOLTZ, 2008). So konnen anhand der Ergebnisse
Riickschliisse auf  Stoffwechselvorgdnge bestimmter bakterieller oder

wirtsspezifischer Metaboliten gezogen werden (SUCHODOLSKI, 2016).

1.4. Abweichungen des intestinalen Mikrobioms

Abweichungen in der Zusammensetzung und/oder der Vielfalt der intestinalen
Mikrobiota werden im Allgemeinen unter dem Begriff ,,.Dysbiose” (von ,,dys®,
griechisch fiir ,,schlecht™) zusammengefasst (BANAY, 1948; SUCHODOLSKI,
2016).

Eine intestinale Dysbiose fiihrt zu einer reduzierten bakteriellen Funktion
(SUCHODOLSKI, 2016). Die Konsequenzen einer Dysbiose lassen sich folglich
aus den Aufgaben der intestinalen Mikrobiota, die im Rahmen einer Dysbiose nicht
addquat erfiillt werden konnen, ableiten. Somit konnen sich die Folgen einer
Dysbiose, in Abhidngigkeit davon welche bakteriellen Gruppen in welchem
Ausmal verdndert sind und welche bakteriellen Mechanismen daraus resultierend
beeinflusst werden, vielféltig duBern. Allgemein kann es aufgrund einer intestinalen
Dysbiose zu einer Beeintrachtigung des Immunsystems, zu einer Herabsetzung der
Darmbarriere sowie zu verminderter Bildung wichtiger bakterieller Metaboliten,
wie z. B. SCFA oder sekundirer GS, kommen, die darauthin ihre multiplen
Funktionen im Wirtsorganismus nicht mehr erfiillen konnen (MINAMOTO et al.,
2014a; GUARD, 2017; LEVY et al., 2017; HIIPPALA et al., 2018). Da diese
Metaboliten unter anderem immunmodulatorisch wirken, kdnnen als Folge einer
Dysbiose pro-inflammatorische Vorgidnge begiinstigt werden, wodurch eine
intestinale Entziindung entstehen kann (BRESTOFF und ARTIS, 2013). Weiterhin
konnen das durch die Dysbiose beeintrichtige Immunsystem sowie die
herabgesetzte Darmbarriere zu reduzierter Abwehr gegeniiber Pathogenen fiihren

(BUFFIE und PAMER, 2013).
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Systemische langfristige Folgen einer intestinalen Dysbiose sind weiterhin
Gegenstand humanmedizinischer Studien. Es konnte unter anderem gezeigt
werden, dass eine Assoziation zwischen einer intestinalen Dysbiose und
bestimmten Erkrankungen, wie z. B. Ubergewicht, Diabetes mellitus Typ 2 und
Asthma, besteht (KALLIOMAKI et al., 2008; ARRIETA und FINLAY, 2014;
TILG und MOSCHEN, 2014).

Hunde sowohl mit akuten, als auch chronischen gastrointestinalen Erkrankungen
weisen eine intestinale Dysbiose auf (XENOULIS et al., 2008; ALLENSPACH et
al., 2010; SUCHODOLSKI et al., 2010; MARKEL, 2012; ROSSI, 2014;
SUCHODOLSKI et al., 2012a; SUCHODOLSKI et al., 2012b; HONNEFFER et
al., 2014; MINAMOTO et al., 2014b; MINAMOTO et al., 2014a; GUARD et al.,
2015; VAZQUEZ-BAEZA et al, 2016; ALSHAWAQFEH et al, 2017b;
HEILMANN et al., 2017; ISAIAH et al., 2017). Dass eine intestinale Dysbiose eine
gastrointestinale Erkrankung ausldsen kann, konnte z. B. in einem Méuseversuch
gezeigt werden. In diesem Versuch wurde die intestinale Mikrobiota
genmodifizierter Maiuse, die aufgrund der Genmodifikation eine Kolitis
entwickelten, in genetisch intakte Méuse iibertragen, die daraufhin ebenfalls eine
Kolitis entwickelten (GARRETT et al., 2007). In einer humanmedizinischen Studie
konnte dagegen gezeigt werden, dass z. B. Angehdrige von an Morbus Crohn
erkrankten Personen ebenfalls Abweichungen in der intestinalen Mikrobiota,
verglichen mit gesunden Individuen, aufwiesen und dennoch keine klinischen
Symptome entwickelten, wobei sich das Muster der Dysbiose von dem der an
Morbus Crohn erkrankten unterschied (JOOSSENS et al., 2011). Ob eine Dysbiose
im Rahmen einer gastrointestinalen Erkrankung als Ursache der Erkrankung
anzusehen ist, oder, ob sie sekundir dazu auftritt, kann in der Regel nicht geklart

werden (BUTTO und HALLER, 2016).

1.4.1. Akute Enteropathien

SUCHODOLSKI und Mitarbeiter (2012b) evaluierten mittels Sequenzierung des
16S-rRNA-Gens sowie mittels qPCR das fikale Mikrobiom von Hunden mit
akutem hidmorrhagischem Durchfall (n = 13) und verglichen dies mit dem
Mikrobiom von Hunden mit akutem nicht-hdmorrhagischem Durchfall (n = 12),
mit aktiver (n = 9), sowie therapeutisch eingestellter IBD (n = 10) und gesunden
Hunden (n = 32). Zudem wurden mittels qPCR die gesamte Bakterienzahl sowie

die spezifischen Bakteriengruppen Bacteroidetes, Fusobacteria, Blautia spp.,
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Ruminococcaceae, Faecalibacterium spp., Turicibacter spp., Bifidobacterium spp.
und C. perfringens ermittelt. Dabei wiesen Hunde mit gastrointestinaler
Erkrankung, verglichen mit gesunden Hunden, Abweichungen im Mikrobiom auf.
Insbesondere bei Hunden mit akutem hamorrhagischem Durchfall zeigte sich in der
Sequenzierung ein hochgradig verdndertes Mikrobiom, das signifikante
Unterschiede zu gesunden, aber auch zu Hunden mit akutem nicht-
hédmorrhagischem und chronischem Durchfall aufwies. Diese Verdanderungen
duBlerten sich in einer signifikanten Erhohung der Gattung Sutterella sowie von
C.- perfringens-dhnlichen-Sequenzen. Das Phylum Fusobacteria war zudem
erhoht, erreichte jedoch in der statistischen Auswertung keine Signifikanz.
Weiterhin zeigten Hunde mit akutem hémorrhagischem und akutem nicht-
hédmorrhagischem Durchfall signifikant niedrigere Mengen von Actinobacteria und
mehreren Vertretern der Firmicutes, vor allem der Ruminococcaceae, Blautia spp.
und Turicibacter spp.. In der qPCR zeigten sich signifikant niedrigere Mengen an
Ruminococcaceae, Blautia spp. und Turicibacter spp. und zudem
Faecalibacterium spp., wihrend bei Hunden mit akutem hdmorrhagischem
Durchfall zeitgleich eine hohere Menge an C. perfringens auftrat, verglichen mit
gesunden Hunden. In einer Studie von MARKEL und Mitarbeitern (2012) wurde
das Mikrobiom von Hunden mit akutem hdmorrhagischem Durchfall (n = 57) mit
dem von Hunden mit chronischer Enteropathie (n = 118) und gesunden Hunden
(n = 242) verglichen. Hierbei wurde mittels qPCR die Menge an
Faecalibacterium spp., Turicibacter spp., Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp.,
Streptococcus spp., Ruminococcaceae, C. perfringens, E. coli, y-Proteobacteria,
Bacteroidetes und Firmicutes im Kot untersucht. Es zeigte sich, dass Hunde mit
akutem hédmorrhagischem Durchfall, sowie mit chronischer Enteropathie
signifikant niedrigere Mengen an Faecalibacterium spp., Turicibacter spp. sowie
Ruminococcaceae, verglichen mit gesunden Hunden, aufwiesen. Weiterhin hatten
Hunde mit akutem hdmorrhagischem Durchfall signifikant niedrigere Mengen an
Lactobacillus spp., Streptococcus spp. und Firmicutes. E. coli waren bei Hunden
mit akutem hdmorrhagischem Durchfall, sowie mit chronischer Enteropathie
signifikant erhoht im Vergleich zu gesunden Hunden. GUARD und Mitarbeiter
(2015) untersuchten mittels 16S-rRNA-Sequenzierung sowie mittels qPCR das
Mikrobiom von Hunden mit akutem hamorrhagischem Durchfall in Kotproben und
verglichen es mit dem von Hunden mit akutem nicht-hdmorrhagischem Durchfall

und von gesunden Hunden. Hier zeigte sich, dass sich das Mikrobiom der Hunde
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mit akutem hdmorrhagischem und nicht-hdmorrhagischem Durchfall signifikant
von dem der gesunden Hunde unterschied, ohne signifikanten Unterschied
zwischen den beiden Durchfall-Arten. Das Phylum Bacteroidetes, die Familie
Ruminococcaceae sowie das Genus Faecalibacterium waren im Vergleich zu
gesunden Hunden bei Hunden mit akutem Durchfall in signifikant niedrigeren
fakalen Mengen messbar. Zudem waren Clostridium spp. signifikant mit Durchfall
assoziiert. Prevotella spp., Blautia spp., Faecalibacterium spp., Eubacterium spp.
und unklassifizierte Gattungen der Familien Ruminococcaceae, Lachnospiraceae,
Clostridia, Ruminococcaceae und Coprobacillaceae dagegen waren in signifikant
hoheren Mengen bei gesunden Hunden zu finden. In der qPCR konnte kein
Unterschied zwischen gesunden Hunden und Hunden mit akutem Durchfall
hinsichtlich Bifidobacterium, Lactobacillus und E. coli gefunden werden.
HEILMANN und Mitarbeiter (2017) zeigten mittels qPCR, dass an AHDS
erkrankte Hunde zu Beginn der Erkrankung niedrige Mengen an Ruminococcaceae,
Faecalibacterium spp. und Bifidobacterium spp. aufweisen. Weiterhin
beobachteten sie den Verlauf dieser Bakterien sowie der Proteobacteria iiber einen
Zeitraum von drei Tagen, wobei nur die Menge an Ruminococcaceae signifikant
sank, wihrend es zu keinen Verdnderungen der Mengen an Faecalibacterium spp.,

Bifidobacterium spp. und Proteobacteria kam.

1.4.1.1. Die Rolle von Clostridium perfringens und Enterotoxin-bildenden
Clostridium  perfringens bei  Akutem  himorrhagischem
Diarrhoesyndrom
C. perfringens ist ein strikt anaerobes, grampositives, stdbchenformiges,
endosporenbildendes Bakterium. Es wird anhand seiner Féhigkeit, die Majortoxine
alpha, beta, iota und epsilon zu bilden, in die fiinf Serotypen (A — E) unterteilt
(BROOKS et al., 1957). Jeder Serotyp kann weiterhin das Gen kodierend fiir
Enterotoxin (CPE) tragen, weshalb die Fahigkeit zur CPE-Produktion nicht zur
Einteilung herangezogen wird. Vor allem C. perfringens Typ A kann im Gegensatz
zu den anderen Serotypen konsistent in der Umwelt sowie im Gastrointestinaltrakt
von domestizierten Tieren nachgewiesen werden (SONGER, 1996). Weiterhin
spielt C. perfringens Typ A eine Rolle bei Lebensmittelvergiftungen bei Menschen
(LINDSTROM et al., 2011). Je nach Nachweismethode kann bei bis zu 100 %
gesunder Hunde und Hunden mit gastrointestinaler Erkrankung C. perfringens

detektiert werden, da C. perfringens ein Kommensale des Gastrointestinaltraktes ist
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(WEESE et al., 2001; MARKS et al., 2002; MINAMOTO et al., 2014b).

Es bestehen Hinweise darauf, dass eine Uberwucherung von C. perfiingens,
insbesondere toxinbildenden C.-perfringens-Stimmen, eine Rolle in der
Pathogenese des AHDS spielen. UNTERER und Mitarbeiter (2014) konnten in
histopathologischen Untersuchungen von Biopsien des Magens, Duodenums,
Ileums und Kolons, die im Rahmen einer Endoskopie von an AHDS erkrankten
Hunden gewonnen wurden, zeigen, dass der nekrotischen Darmschleimhaut
stabchenformige Bakterien anheften, die sich in der immunhistochemischen
Untersuchung als Clostridium spp. herausstellten. Bei Kontrollhunden, die
aufgrund anderer Ursachen als AHDS endoskopiert wurden, konnten dagegen keine
der Schleimhaut anhaftenden Bakterien nachgewiesen werden. Weiterhin zeigte
sich bei Hunden mit AHDS, dass die Nekrose sich rein auf Diinn- und Dickdarm
beschrinkte und in Biopsien des Magens keine Hinweise auf eine Entziindung oder
Zerstorung der Schleimhaut bestanden. Wihrend C. perfringens bei keinem von elf
Kontrollhunden in der bakteriellen Kultur der Diinndarmbiopsien nachgewiesen
werden konnte, konnten bei sechs von neun Hunden mit AHDS C. perfringens
kultiviert werden. Auch mittels qPCR konnte in verschiedenen Studien gezeigt
werden, dass Hunde mit akutem hidmorrhagischem Durchfall verglichen mit
gesunden Hunden eine signifikant hohere Menge an C. perfringens im Kot
aufwiesen, was jedoch bei Hunden mit chronischer Enteropathie und Hunden mit
akutem nicht-hdmorrhagischem Durchfall nicht beobachtet werden konnte
(MARKEL, 2012; SUCHODOLSKI et al., 2012b; MINAMOTO et al., 2014b;
GUARD etal., 2015). Von CAVE und Mitarbeitern (2002) konnte eine signifikante
Assoziation zwischen dem Auftreten von AHDS und einem Nachweis von CPE
mittels Enzyme-linked-Immunosorbent-Assay (ELISA) im Kot gefunden werden,
die sich jedoch in einem anderen Nachweisverfahren, der Reverse-passive-latex-
agglutination (RPLA), nicht zeigte. BUSCH und Mitarbeiter (2015) untersuchten
Kotproben von 54 an AHDS erkrankten Hunden mittels qPCR auf das
Vorhandensein von C.-perfringens-Enterotoxin-Genen (cpe) und mittels ELISA
auf das Vorhandensein von CPE. Verglichen mit gesunden Hunden (n = 23) war
die Priavalenz der Hunde, bei denen cpe bzw. CPE nachgewiesen werden konnte,
bei Hunden mit AHDS signifikant hoher. Wiahrend bei Hunden mit AHDS bei
35/54 (65 %) cpe und bei 13/54 (24 %) CPE nachgewiesen werden konnte, waren
9/23 (39 %) gesunden Hunden positiv fiir cpe und kein Hund (0 %) positiv fiir CPE.
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Hinsichtlich der Laborparameter (Differentialblutbild, Serumchemieprofil,
Serumgallensdurenkonzentration, Blutgerinnungszeiten) und dem
Krankheitsaktivitdtsindex konnte kein Unterschied zwischen cpe-positiven und
cpe-negativen sowie CPE-positiven und CPE-negativen Hunden festgestellt
werden. Beim Vergleich der Privalenz von C. perfringens, cpe und CPE zwischen
Hunden sowohl mit akutem, als auch mit chronischem Durchfall und gesunden
Hunden konnten MINAMOTO und Mitarbeiter (2014b) feststellen, dass C.
perfringens bei allen Hunden detektierbar war, jedoch in signifikant hoherer Menge
bei Patienten mit Durchfall, ohne signifikanten Unterschied zwischen akutem oder
chronischem Verlauf. Wihrend die Privalenz des cpe bei Hunden mit akutem und
chronischem Durchfall (50/104; 48,1 %) signifikant héher war verglichen mit
gesunden Hunden (32/95; 33,7 %), konnte eine signifikant hohere Menge cpe bei
akutem im Vergleich zu chronischem Durchfall festgestellt werden. Auch die
Priavalenz des CPE war signifikant hoher bei Hunden mit beiden Durchfallformen

(17/104; 16,3 %) verglichen mit gesunden Hunden (1/95; 1,0 %).

1.4.1.2. Die Rolle von NetF-Toxin-bildenden Clostridium perfringens bei
Akutem himorrhagischem Diarrhoesyndrom
Das NetF-Toxin-Gen (netF) konnte 2015 von MEHDIZADEH GOHARI und
Mitarbeitern (2015) auf einem C.-perfringens-Typ-A-Stamm (JFP718) identifiziert
werden, der aus dem Kot eines zweijdhrigen Hundes isoliert wurde, welcher an den
Folgen von akutem blutigem Durchfall verstorben war. Zusammen mit netF
konnten weiterhin die Toxingene netE und netG auf dem JFP718-Isolat gefunden
werden, wobei netE sich auf demselben konjugativen Plasmid wie netF befand,
wihrend netG auf demselben konjugativen Plasmid wie cpe lag. Sequenzanalysen
zeigten, dass die net-Toxin-Gene fiir Proteine kodieren, die zur beta-
porenbildenden Toxin-Familie gehdren, zu der z. B. auch das Alpha-Toxin von
Staphylococcus aureus zéhlt (ALONZO und TORRES, 2014). In [In-vitro-
Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass nur das netF, im Gegensatz zu
netE und netG, hohes zytotoxisches Potential gegeniiber einer equinen Ovarial-
Zelllinie besal3. Das NetF-Toxin bindet als poren-bildendes Toxin an spezifische
Rezeptoren auf Zellmembranen, wodurch transmembrane Poren entstehen, was
folglich zu Zelllyse und somit Zellzerstérung fiihrt (MEHDIZADEH GOHARI,
2018). In der Gefliigelmedizin ist ein dhnliches Toxin, das NetB-Toxin, bereits

linger bekannt und stellt einen essentiellen Faktor in der Pathogenese der
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Nekrotisierenden Enteritis dar (KEYBURN et al., 2008).

Es besteht eine signifikante Assoziation zwischen der Nachweisbarkeit von netF
im Kot und dem Auftreten von AHDS. In der oben genannten Studie von
MEHDIZADEH GOHARI und Mitarbeitern (2015) wurden die Privalenzen des
Vorhandenseins von netF in C.-perfringens-Typ-A-Isolaten von Hunden mit akuter
hédmorrhagischer Diarrhoe (n = 11) und akuter unkomplizierter Diarrhoe (n = 81)
verglichen. Bei 73 % (8/11) der Isolate aus akuter hdmorrhagischer Diarrhoe konnte
netF nachgewiesen werden, wéhrend bei 10 % (8/81) der Isolate aus akuter
unkomplizierter Diarrthoe netF’ gefunden werden konnte. Eine weitere Studie zur
Priavalenz von netF in C.-perfringens-Isolaten aus dem Duodenum bei Hunden mit
AHDS, zeigte, dass in 5/5 (100 %) Isolaten netF’ nachgewiesen werden konnte,
wiahrend 0/2 (0 %) Isolate von gesunden Hunden positiv waren (LEIPIG-
RUDOLPH et al., 2018). Weitere Studien zur Prévalenz von netF beschrinkten sich
auf das Vorhandensein des Gens im Kot. In einer kombinierten qPCR fiir netE und
netF konnten SINDERN und Mitarbeiter (2019) eine signifikant hohere Privalenz
der beiden Toxin-Gene im Kot von Hunden mit AHDS (26/54; 48 %) verglichen
mit gesunden Hunden (8/66; 12 %) und Hunden mit Parvovirose (0/54, 0 %)
feststellen. Auch im Vergleich zu Hunden mit exokriner Pankreasinsuffizienz
(1/16; 6 %), mit chronischer Enteropathie (0/95; 0 %), mit akuter nicht-blutiger
Diarrhoe (0/41; 0 %) und im Vergleich zu gesunden Hunden (0/130; 0 %) zeigte
sich bei Hunden mit AHDS eine signifikant hohere Priavalenz von netF im Kot

(19/45; 45 %) (SARWAR et al., 2018).

1.4.2. Chronische Enteropathien

Auch Hunde mit chronischer Enteropathie weisen eine intestinale Dysbiose auf
(XENOULIS et al., 2008; ALLENSPACH et al., 2010, SUCHODOLSKI et al.,
2010; ROSSI, 2014; SUCHODOLSKI et al., 2012a; HONNEFFER et al., 2014;
MINAMOTO et al., 2014b; MINAMOTO et al., 2014a; VAZQUEZ-BAEZA et al.,
2016; ISAIAH et al., 2017). Chronische Enteropathien sind charakterisiert durch
gastrointestinale Symptome, die ldnger als drei Wochen andauern, und sie werden
bei Hunden in der Literatur derzeit in Abhéngigkeit des Ansprechens auf
verschiedene therapeutische Ansédtze in futtermittel-responsiv, antibiotika-
responsiv und steroid-responsiv eingeteilt (SIMPSON und JERGENS, 2011;
ERDMANN und HEILMANN, 2017). Die meisten Studien zum intestinalen

Mikrobiom bei chronischen Enteropathien konzentrieren sich hierbei auf die
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intestinale Dysbiose bei Hunden mit IBD. Die IBD ist charakterisiert durch
persistierende oder wiederkehrende gastrointestinale Symptome, wie Durchfall,
Gewichtsverlust oder Erbrechen und durch den histologischen Nachweis einer
Entziindung des Gastrointestinaltraktes (ETTINGER et al., 2016). Die genaue
Pathogenese der IBD ist nicht bekannt. Eine genetische Préddisposition, eine
intestinale Dysbiose sowie didtetische und umweltbedingte Einfliisse werden als
beitragende Faktoren diskutiert (WASHABAU et al., 2010; SIMPSON und
JERGENS, 2011). Die Diagnosestellung findet unter Ausschluss aller moglicher
Ursachen fiir chronische gastrointestinale Symptome sowie durch Feststellung
einer Entziindung in Biopsien des Gastrointestinaltraktes mittels Histopathologie
statt. Die Therapie der IBD hingt vom Schweregrad der klinischen Symptomatik
ab und besteht in der Regel aus einer Anpassung der Diét, antibiotischer Therapie

sowie Glukokortikoiden (SIMPSON und JERGENS, 2011).

Bei Hunden mit IBD liegt eine signifikant niedrigere bakterielle Vielfalt im
Vergleich zu gesunden Hunden vor (XENOULIS et al., 2008; VAZQUEZ-BAEZA
et al.,, 2016). Mittels 16S-rRNA-Sequenzierung konnten die Gattungen des
Phylums Proteobacteria, wie Diaphorobacter und Acinetobacter, als
mukosaanhaftende Bakterien in Biopsien des Duodenums in hoherer Zahl als bei
gesunden Hunden nachgewiesen werden (SUCHODOLSKI et al.,, 2012a).
Weiterhin zeigten sich Fusobacteria, Bacteroidaceae, Prevotellaceae und
Clostridiales bei Hunden mit IBD in verminderter Menge verglichen mit gesunden
Hunden (SUCHODOLSKI et al., 2012a; SUCHODOLSKI et al., 2012b). Auch
XENOULIS und Mitarbeiter (2008) untersuchten die der Duodenalmukosa
anhaftende Mikrobiota und konnten bei Hunden mit IBD signifikant mehr
Sequenzen der Familie Enterobacteriaceae, insbesondere der E. coli, nachweisen.
Im Kot zeigte sich bei Hunden mit chronischer Enteropathie mittels 16S-rRNA-
Sequenzierung auch eine erhohte Menge an Gammaproteobacteria, wihrend
Erysipelotrichia, Clostridia und Bacteroidia vermindert detektiert werden konnten
(MINAMOTO et al., 2014a). Mittels qPCR konnte im Kot von Hunden mit
chronischer Enteropathie eine reduzierte Menge an Blautia spp. sowie Bakterien
der Familie Ruminococcaceae, insbesondere der Faecalibacterium spp. und
Turicibacter spp., dhnlich zu Hunden mit akutem hidmorrhagischem Durchfall,
nachgewiesen werden (MARKEL, 2012; MINAMOTO et al., 2014a; ROSSI et al.,

2014). Dagegen konnten im Kot von Hunden mit chronischer Enteropathie,
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verglichen mit gesunden Hunden, signifikant h6here Mengen an Lactobacillus spp.
und Streptococcus spp. gefunden werden (MARKEL, 2012). Auch Menschen mit
IBD zeigen eine verminderte Zahl der bakteriellen Phyla Firmicutes, Bacteroidetes
und weisen eine erhdhte Zahl an Proteobacteria sowie Actinobacteria auf. Somit
dhnelt das Muster der Dysbiose bei Menschen mit chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen dem von Hunden mit chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen (PACKEY und SARTOR, 2009; VAZQUEZ-BAEZA et al.,
2016).

Wenige Studien Dbeschéiftigten sich zudem mit anderen chronischen
gastrointestinalen Erkrankungen und Abweichungen im Mikrobiom bei Hunden.
So weisen auch Hunde mit exokriner Pankreasinsuffizienz im Vergleich zu
gesunden Hunden Abweichungen im intestinalen Mikrobiom auf, die mittels 16S-
rRNA-Sequenzierung gezeigt werden konnten (ISAIAH et al., 2017). Diese du3ern
sich in signifikant niedrigerer bakterieller Vielfalt, einer erh6hten Menge der
Familien Bifidobacteriaceaec, Enterococcaceae und Lactobacillaceac und
reduzierter Menge an Lachnospiraceae und Ruminococcaceae (ISAIAH et al.,
2017). Bei Hunden mit histiozytdrer ulzerativer Colitis, einer Erkrankung, die
héufig bei Boxern und franzosischen Bulldoggen auftritt, konnte mit Hilfe von
FISH gezeigt werden, dass diese Patienten E. coli aufweisen, die der Kolonmukosa

anhaften sowie intramukosal liegen (SIMPSON et al., 2006).

2. Probiotika

2.1. Definitionen

Der Begriff ,Probiotika® wurde in der Literatur erstmals von LILLY und
STILLWELL (1965) erwihnt, die in einer Studie einen wachstumsférdernden
Effekt auf Mikroorganismen durch von anderen Mikroorganismen gebildete Stoffe
beobachteten und folglich gegenteilig zu wachstumshemmenden ,,Antibiotika* den
Begriff ,,Probiotika“ etablierten. Heutzutage werden Probiotika von der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) als lebende Mikroorganismen definiert, die
einen gesundheitlichen Vorteil bringen, wenn sie in ausreichender Menge
verabreicht werden (WHO/FAOQ, 2002). Davon abzugrenzen sind Pribiotika, die
definiert sind als Substrate, die selektiv von Mikroorganismen des Wirtes genutzt
werden konnen und dadurch einen gesundheitlichen Nutzen bringen. In der Regel

bestechen Prébiotika aus Kohlenhydraten, zu ihnen zdhlen z. B.
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Fructooligosaccharide, Galactooligosaccharide, Mannanoligosaccharide sowie
einige didtetische Fasern (GIBSON et al., 2017). Als ,,Synbiotika* bezeichnet man
Priparate, die eine Kombination aus Probiotika und Prébiotika enthalten

(SCHREZENMEIR und DE VRESE, 2001).

2.2, Charakteristika und Anforderungen

In probiotischen Priaparaten enthaltene Mikroorganismen sind in der Regel solche,
die traditionell mit gesundheitlichem Nutzen assoziiert wurden, wie z. B.
Milchsdurebakterien (Ordnung Lactobacillales), zu denen Lactobacillus spp.,
Enterococcus spp. und Streptococcus spp. zdhlen. Des Weiteren werden auch
Bifidobacterium spp., manche Escherichia spp. und Hefepilze, wie z. B.
Saccharomyces boulardii als Probiotika eingesetzt (VERNA und LUCAK, 2010).
Um eine positive Wirkungen auf den Konsumenten zu haben, sollte ein
probiotisches Produkt spezielle Eigenschaften, wie gute sensorische Eigenschaften
und Stabilitdt wihrend der Lagerung besitzen, die Passage durch den
Gastrointestinaltrakt iiberstehen und fiir den Konsumenten sicher sein (SAARELA
et al., 2000). Probiotika konnen einen oder mehrere bakterielle Stimme enthalten

und werden somit in ein- und mehrstimmig unterteilt.

Gesetzlich gelten Probiotika als Futtermittelzusatzstoffe und werden somit in der
Europédischen Union in der Verordnung (EG) Nr. 1831/2003 geregelt. Ein
probiotisches Produkt muss auf Wirksamkeit sowie Sicherheit getestet werden,
wenn dieses als Futtermittelzusatzstoff fiir eine bestimmte Tierart registriert werden
soll. Durchfiihrungsbestimmungen zur Zulassung werden in der Verordnung (EG)
Nr. 429/2008 geregelt. Im Rahmen dessen findet eine Entscheidung der
Europdischen Behorde fiir Lebensmittelsicherheit iiber die Erteilung oder
Verweigerung der Zulassung des Zusatzstoffes statt. Derzeit sind zwei E.-faecium-
Stimme, ein Bacillus-subtilis-Stamm sowie ein L.-acidophilus-Stamm als
probiotische Bakterienstimme fiir Hunde zugelassen. Zugelassene Stimme konnen
in dem Gemeinschaftsregister, das von der Europdischen Kommission gemédf3 der

Verordnung (EG) Nr. 1831/2003 verdftentlich wird, eingesehen werden.

2.3. Sicherheit
Die WHO hat in ihrem Bericht {iber Richtlinien zur Bewertung von Probiotika in
Lebensmitteln Empfehlungen zu Anforderungen an die Sicherheit -eines

probiotischen Produktes dokumentiert. Folglich sollten Untersuchungen zu
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Antibiotikaresistenz, metabolischer Aktivitdt, moglichen Nebenwirkungen,
Toxinproduktion und hidmolytischer Aktivitdt der enthaltenen Mikroorganismen
erfolgen (WHO/FAO, 2002). In einem Ubersichtsartikel von SOTOUDEGAN und
Mitarbeitern (2019) wurden bisher dokumentierte Nebenwirkungen durch
probiotische Behandlung in der Humanmedizin zusammengefasst. So gibt es
mehrere Studien und Fallberichte, die eine Bakteridmie oder Fungdmie mit einer
probiotischen Therapie in Verbindung bringen konnten (APPEL-DA-SILVA et al.,
2017; STROUPE et al, 2017). Weiterhin konnen gastrointestinale
Nebenwirkungen, wie z. B. Durchfall oder Flatulenzen zu Beginn der Probiotika-
Gabe auftreten, die in der Regel nach kurzer Zeit wieder abklingen (JOHNSTON
et al., 2012). Bei Patienten mit akuter Pankreatitis konnte im Vergleich zu einer
Placebo-Therapie eine hohere Mortalitétsrate bei probiotisch behandelten Patienten
beobachtet werden. Die Beobachtung konnte jedoch in einer Metaanalyse nicht
bestitigt werden (BESSELINK et al., 2008; GOU et al., 2014). Immunsupprimierte,
schwer kranke oder an Krebs erkrankte Personen sowie Séuglinge scheinen einem
besonders hohen Risiko ausgesetzt zu sein, Nebenwirkungen durch eine Probiotika-

Behandlung zu entwickeln (SOTOUDEGAN et al., 2019).

In der Tiermedizin gibt es nach aktuellem Wissen derzeit keine Studien, die einen

negativen Effekt einer Probiotika-Therapie bei Hunden beobachten konnten.

24. Wirkungsmechanismen

Probiotika haben eine stammspezifische Wirkung. Das bedeutet, dass jeder
enthaltene Bakterien- oder Hefepilzstamm eine oder mehrere individuelle
Funktionen erfiillt. Somit konnen sogar verschiedene Bakterienstimme derselben
Bakterienart unterschiedliche Wirkungen haben (THOMAS und VERSALOVIC,
2010). Probiotische Bakterien konnen in der Regel circa zwei bis drei Tage nach
Beginn der Behandlung und bis zu drei Tagen nach Absetzen des Probiotikums im
Kot detektiert werden. Daraus wird geschlossen, dass die probiotische Wirkung nur
wihrend des Zeitraums der Verabreichung anhélt und keine dauerhafte
Kolonisation des Darms stattfindet (WEESE und ANDERSON, 2002; GARCIA-
MAZCORRO et al., 2011). Dahingegen gibt es wenige Studien, die eine lingere
Nachweisbarkeit der verabreichten Bakterienstimme im Kot beschrieben, wie z. B.
bis zu drei Monate fiir £. faecium EE3 oder fiinf Monate fiir L. fermentum AD]1 bei
Hunden (MARCINAKOVA et al., 2006; STROMPFOVA et al., 2006).
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Die genauen Wirkungsmechanismen von Probiotika wurden groBtenteils in in-
vitro-Studien oder in Tierversuchen mit Mausen untersucht. Zu den wichtigsten
Wirkungsweisen zéhlen die Unterdriickung von Pathogenen, Immunmodulation,
Unterstiitzung der Darmbarriere, Bereitstellung von Néhrstoffen sowie die
Modulation des intestinalen Mikrobioms (OELSCHLAEGER, 2010;
BERMUDEZ-BRITO et al., 2012).

24.1. Einfluss auf Pathogene und Toxine

Eine Unterdriickung von Pathogenen durch Probiotika kann durch verschiedene
Mechanismen erfolgen. FEine direkte Hemmung kann durch die Bildung
antimikrobieller Stoffe erfolgen. Manche probiotische Bakterien, wie z. B.
Lactobacillus spp. sind in der Lage antimikrobielle Peptide, sogenannte
Bakteriozine, zu bilden, die Pathogene direkt abtéten konnen (MAQUEDA et al.,
2008; MAJEED et al., 2011; DOBSON et al., 2012). Einige Stimme sind in der
Lage organische Sduren, wie Milchsdure und Essigsdure, zu bilden, wodurch vor
allem gram-negative Bakterien abgetdtet werden (ALAKOMI et al., 2000; DE
KEERSMAECKER et al., 2006). Auch durch indirekte Mechanismen kdnnen
Pathogene durch Probiotika gehemmt werden. Eine indirekte Hemmung kann z. B.
durch Konkurrenz um gleiche Nihrstoffe, wie z. B. Eisen, erfolgen, die von
probiotischen Bakterien verstoffwechselt werden und folglich nicht mehr fiir
Pathogene zur Verfiigung stehen (ELLI et al., 2000). Auch um Rezeptoren kénnen
Probiotika mit Pathogenen konkurrieren (NESSER et al., 2000; FUIIWARA et al.,
2001). Weiterhin sind einige probiotische Stimme in der Lage ein Eindringen von
Pathogenen in die intestinalen Epithelzellen oder die Adhésion an intestinale
Epithelzellen durch Forderung der Muzin-Produktion zu unterbinden (MACK et
al., 2003; ALTENHOEFER et al., 2004). Auch die Bildung und Wirksamkeit
bakterieller Toxine, wie z. B. C.-difficile-Toxin-A oder Shigatoxin, kann in
Anwesenheit probiotischer Stimme gehemmt werden (ASAHARA et al., 2004;
CHEN et al., 2006).

Bei Hunden konnten verschiedene Wirkungen auf Pathogene durch probiotische
Therapie beobachtet werden. In einer Studie wurde die Adhédsion verschiedener
Pathogene an caninen Jejunalschleim, der aus permanenten Jejunumsonden
gesunder Beagle entnommen wurde, in vitro untersucht. Hierbei zeigte sich, dass
eine Zugabe von Lactobacillus spp. (Lactobacillus (L.) rhamnosus GG,

Bifidobacterium (B.) lactis Bb12, L. pentosus UK1A, L. pentosus SK2A, E. faecium
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M74 und E. faecium SF273) zu einer signifikant reduzierten Adhésion von
C. perfringens fiihrte. Dahingegen konnte durch keinen der probiotischen Stimme
ein Effekt auf die Adhésion von Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Typhimurium und Staphylococcus intermedius observiert werden, wéhrend eine
gesteigerte Adhédsion von Campylobacter jejuni durch E. faecium M74 und
E. faecium SF273 gezeigt werden konnte (RINKINEN et al., 2003). Eine /n-vivo-
Studie bei zwolf gesunden Hunden, die 18 Tage mit 9,2 x 10° KBE E. faecium
NCIB 10415 einmal tdglich behandelt wurden, zeigte, dass behandelte Hunde
signifikant reduzierte Mengen an Clostridium spp. im Kot aufwiesen, wahrend
fakale Mengen von Salmonella spp. und Campylobacter spp. nach der Applikation
erhoht waren (VAHJEN und MANNER, 2003). Auch von BAILLON und
Mitarbeitern (2004) konnte eine reduzierte Menge an Clostridium spp. im Kot bei
15 gesunden Hunden festgestellt werden, die iiber vier Wochen mit > 10° KBE

L. acidophilus DSM 13421 behandelt wurden.

2.4.2. Modulation des Immunsystems

Probiotische Bakterien sind, wie intestinale Kommensalen und Pathogene, in der
Lage, direkt mit intestinalen Epithelzellen zu kommunizieren, und kénnen somit
direkt auf das Immunsystem des Wirtes Einfluss nehmen (BERMUDEZ-BRITO et
al., 2012). So konnen z. B. Lactobacillus spp. die Bildung von Zytokinen durch T-
Helfer-Zellen induzieren und natiirliche Killerzellen aktivieren (DONG et al.,
2010). Stamme von Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp. sowie Streptococcus
(S.) thermophilus zeigen auBerdem anti-inflammatorische Wirkungen auf den
Darm (DONG et al., 2012; ASHRAF und SHAH, 2014). Auch eine vermehrte
Antikorper-Produktion (IgA) aus Plasmazellen durch den Einfluss probiotischer
Stamme konnte beobachtet werden (FUKUSHIMA et al., 1998; PARK et al., 2002;
IBNOU-ZEKRI et al., 2003).

Das Probiotikum, das in der vorliegenden Studie verwendet wurde (L. plantarum
DSM 24730, S. thermophilus DSM 24731, B. breve DSM 24732, L. paracasei DSM
24733, L. delbrueckii subspecies bulgaricus DSM 24734, L. acidophilus DSM
24735, B. longum 120 DSM 24736, B. infantis DSM 24737), zeigte in vorherigen
Studien einen anti-inflammatorischen Effekt. So zeigte sich unter anderem bei
Maiusen mit induzierter Kolitis, die mit diesem Probiotikum behandelt wurden, dass
dies mit einer signifikanten Minderung der Makrophagen-Akkumulation in den

mesenterialen Lymphknoten assoziiert war (BASSAGANYA-RIERA et al., 2012).
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Ergebnisse einer weiteren Studie zeigten eine Zunahme regulatorischer CD4+-T-
Lymphozyten sowie eine vermehrte Produktion von Interleukin-10 (DI GIACINTO
et al., 2005).

Bei Hunden kann durch probiotische Therapie sowohl eine Reaktion des
erworbenen, als auch des unspezifischen Immunsystems beobachtet werden. So
konnte in Biopsien des Duodenums von Hunden mit chronischer Enteropathie, die
ex vivo mit L. acidophilus NCC2628 und NCC2766 sowie L. johnsonii NCC2767
inkubiert wurden, ein Einfluss auf das Verhéltnis von regulatorischen zu
inflammatorischen Zytokinen beobachtet werden (SAUTER et al., 2005). Hunde,
die eine Staupe-Impfung erhielten und zusétzlich iiber ein Jahr mit 5 x 108 KBE
E. faecium SF68 behandelt wurden, wiesen im Plasma eine signifikant hohere
Konzentration der Staupevirus-Impfung-spezifischen IgA und Immunglobulin G
(IgG) im Vergleich zur nicht behandelten Gruppe auf (BENYACOUB et al., 2003).
In einer In-vivo-Studie bei gesunden Hunden, die einmalig mit E. faecalis FK-23
behandelt wurden, zeigte sich darauf eine Stimulation des unspezifischen
Immunsystems, die sich unter anderem in gesteigerter neutrophiler Phagozytose

duBerte (KANASUGI et al., 1997).

2.43.  Unterstiitzung der Darmbarriere

Probiotika konnen die Bildung sogenannter Heat-Shock-Proteine induzieren, die
dazu beitragen, Tight-Junction-Proteine zwischen Epithelzellen zu erhalten und
somit die Darmbarriere positiv zu unterstiitzen (THOMAS und VERSALOVIC,
2010). Auch ein direkter Einfluss auf die Expression von Genen, die in die Tight-
Junction-Protein-Bildung involviert sind, konnte gezeigt werden (ANDERSON et
al., 2010). Indem probiotische Stimme einen Einfluss auf Zellteilung und Apoptose
intestinaler Epithelzellen haben und auBerdem zur Aufrechterhaltung der
intestinalen Schleimschicht beitragen, fordern sie zudem die Darmbarriere (MACK
et al., 2003). Auch fiir das in der vorliegenden Studie angewendete Probiotikum
konnten Wirkmechanismen gezeigt werden, die zu einer verbesserten intestinalen
Barriere beitragen. Bei Mdusen mit induzierter Ileitis konnte das Probiotikum die
parazelluldre Permeabilitdt im Ileum mindern (CORRIDONI et al., 2012). Zudem
konnte es in einem weiteren Méuseversuch die Zerstorung der Darmbarriere sowie
die Translokation von Bakterien aus dem Darm im Rahmen eines Sepsis-Modells

verhindern (EWASCHUK et al., 2007).
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2.4.4. Bereitstellung von Nahrstoffen

Probiotische Organismen sind in der Lage Néhrstoffe zu produzieren, die dann dem
Wirt zur Verfligung stehen. So konnen einige bakterielle Stamme vor allem
Kohlenhydrate aus der Nahrung fermentieren und dadurch SCFA bilden, wozu der
Wirtsorganismus alleine nicht in der Lage ist (NAGPAL et al., 2018). Die SCFA
haben neben erndhrungsphysiologischem Nutzen, indem sie z. B. die Sattigung
regulieren, auch vielfiltige positive Effekte auf den Gastrointestinaltrakt, indem sie
z. B. anti-entziindlich wirken, die Darmbarriere positiv unterstiitzen, als
Energiequelle fiir Enteroozyten dienen, die Motilitdt des Darms beeinflussen und
durch pH-Wert-Senkung die Vermehrung pH-sensitiver Pathogene hemmen
(CHERRINGTON et al., 1991; WANG et al., 2012; ARPAIA et al., 2013;
PEDERSEN et al., 2013; SMITH et al., 2013; KIM et al., 2014). Zu weiteren
Néhrstoffen, die von probiotischen Bakterienstimmen gebildet werden konnen,
zihlen z. B. B-Vitamine, wie Folsdure und Vitamin B12, sowie Vitamin K

(LEBLANC et al., 2011).

2.4.5. Modulation des Mikrobioms

Neben dem Einfluss auf pathogene Keime konnte in einigen Studien auch der
Einfluss von Probiotika auf die ansdssige Mikrobiota gezeigt werden, wobei
unterschiedliche Effekte beobachtet werden konnten. Hierbei zeigte sich z. B., dass
eine probiotische Therapie mit einer stabileren Mikrobiota wihrend des
Behandlungszeitraumes assoziiert war (COX et al., 2010; KI CHA und 1., 2011). In
einer weiteren Studie wurde bei Mausen wihrend der probiotischen Therapie ein
vielféltigeres Mikrobiom beobachtet (PREIDIS et al., 2012). Dagegen fiihrte das in
der vorliegenden Studie verwendete Probiotikum in einer Studie an Méusen mit
induzierter Kolitis zu einer reduzierten bakteriellen Vielfalt im Kolon
(BASSAGANYA-RIERA et al., 2012). Auch eine Behandlung mit verschiedenen
Milchséurebakterien fiihrte bei gesunden Hunden zu einer reduzierten Vielfalt der
Milchsidurebakterien im Diinndarm, die auch nach Absetzen des Probiotikums
anhielt (MANNINEN et al., 2006). Weiterhin konnten in einigen Studien
regelméBig die verabreichten Bakterienstimme bzw. -arten, die im probiotischen
Priparat enthalten waren, in erhohter Menge im Kot detektiert werden, was als
Zeichen der gastrointestinalen Passage des Bakteriums gewertet wurde

(STROMPFOVA et al., 2006; KELLEY et al., 2012).
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2.5. Einsatz bei gastrointestinalen Erkrankungen bei Hunden

Es wurden bei verschiedenen gastrointestinalen Erkrankungen von Hunden bereits
Studien zur Effektivitidt von Probiotika-Therapien durchgefiihrt, wobei in einigen
ein positiver Einfluss auf klinische Symptome gezeigt werden konnte. In wenigen
Studien wurden, neben der Evaluation der klinischen Symptomatik, zudem auch
das intestinale Mikrobiom, immunmodulatorische Effekte oder z. B. Marker fiir die
intestinale Barriere untersucht. Wichtig ist zu unterscheiden, ob Studien mit einem
reinen Probiotikum oder einem Synbiotikum durchgefiihrt wurden, da letztendlich
nicht festgestellt werden kann, ob eine Wirkung auf das enthaltene Probiotikum,

Prabiotikum oder beide zuriickzufiihren ist.

2.5.1.  Akute Enteropathien
In Studien zu probiotischer Behandlung bei Hunden mit akuten Enteropathien

wurde sowohl der prophylaktische, als auch der therapeutische Effekt untersucht.

2.5.1.1. Akute unkomplizierte Diarrhoe

Akuter unkomplizierter Durchfall tritt hdufig in stress-assoziierten Situationen, wie
z. B. wihrend eines Tierheimaufenthalts, auf und stellt einen héaufigen
Vorstellungsgrund fiir Hunde beim Tierarzt dar (SOKOLOW et al., 2005; JONES
et al., 2014). In der Tiermedizin gibt es einige Studien, die einen positiven Effekt
einer Probiotika-Therapie bei akutem unkompliziertem Durchfall des Hundes

zeigen konnten.

Bei 134 Hunden, die einmal tédglich {iber acht Wochen variierende Dosierungen
(<103 1,5x 107, 1,5x 108 oder 1,5 x 10° KBE) eines Probiotikums mit B. animalis
AHC?7 erhielten, wurde der Einfluss auf die Kotkonsistenz, die tigliche
Kotabsatzfrequenz und die Anzahl der Durchfallepisoden evaluiert. Es zeigte sich,
dass Hunde, die 1,5 x 107, 1,5 x 108 oder 1,5 x 10° KBE erhielten, eine signifikant
bessere Kotkonsistenz sowie signifikant weniger Durchfallepisoden hatten als die
Hunde, die nur < 10° KBE erhielten. Mittels qPCR zeigte sich auBerdem, dass die
Anzahl an fakalen B.-animalis-AHC7-Stimmen signifikant bei Hunden stieg, die
1,5x 107, 1,5 x 10% oder 1,5 x 10° KBE erhielten. Je hoher die orale Dosierung war,
desto hohere Mengen B. animalis AHC7 konnten im Kot detektiert werden. Ein
Effekt auf fikale E. coli und C. perfringens durch das Probiotikum konnte nicht
beobachtet werden (KELLEY et al.,, 2012). KELLEY und Mitarbeiter (2009)

untersuchten zudem in einer weiteren geblindeten placebokontrollierten Studie bei
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31 Hunden, die aufgrund von akutem unkompliziertem Durchfall dem Tierarzt
vorgestellt wurden, die Wirkung eines einstimmigen Probiotikums mit 1 x 10!°
KBE B. animalis AHC7, das zweimal tiglich iiber zwei Wochen oder bis zur
Remission des Durchfalls verabreicht wurde. Hierbei wurden von den Autoren
keine genaueren Angaben zur Ldnge der Probiotika-Therapie gemacht. Die
Patienten erhielten, je nach Haufigkeit des Durchfalls, nach Verschlechterung der
Kotkonsistenz, nach Verschlechterung des allgemeinen Gesundheitszustandes und
je nachdem, ob Hunde in der ndheren Umgebung des Patienten auch Durchfall
entwickelten, nach Entscheidung des behandelnden geblindeten Tierarztes
zusitzlich das Antibiotikum Metronidazol. Es zeigte sich, dass die Dauer des
Durchfalls bei Patienten in der Probiotika-Gruppe signifikant kiirzer war, mit 3,9 +
2,3 versus 6,6 + 2,7 Tagen. Zudem wurde Metronidazol bei weniger Patienten der
Probiotika-Gruppe (5/13; 38,5 %) eingesetzt, verglichen mit der Placebo-Gruppe
(9/18; 50,0 %). Bei Hunden (n = 25), die mit akutem unkompliziertem Durchfall
einem Tierarzt vorgestellt wurden und iiber sieben Tage einmal téglich zwei
Deziliter eines pasteurisierten Sauermilchproduktes mit 2 x 10° KBE L. fermentum
VET 9A, L. rhamnosus VET 16A und L. plantarum VET 14A pro Milliliter
erhielten, konnte im Verlauf der Studie verglichen mit der Placebo-Gruppe (n = 19)
eine signifikant bessere Kotkonsistenz beobachtet werden. Weiterhin zeigte in der
Probiotika-Gruppe kein Hund Erbrechen, wihrend in der Placebo-Gruppe 23 % der
Patienten, und somit signifikant mehr, erbrachen. In dieser Studie wurden auerdem
mittels qPCR die gesamte Bakterienzahl sowie die Menge von 17 Bakterienspezies
in Kotproben vor der Studie sowie nach sieben Tagen untersucht und innerhalb der
Gruppen verglichen. Hierbei zeigte sich, dass Alphatoxin-produzierende
C. perfringens sowie E. faecium in der Probiotika-Gruppe signifikant stéirker
sanken verglichen mit der Placebo-Gruppe. Fiir weitere Bakterienspezies konnten
keine signifikanten Verdnderungen erfasst werden (GOMEZ-GALLEGO et al.,
2016). HERSTAD und Mitarbeiter (2010) evaluierten in  einer
placebokontrollierten Studie bei 36 Hunden, die mit akutem unkompliziertem
Durchfall in einer Tierarztpraxis vorgestellt wurden, den Effekt -eines
mehrstimmigen Probiotikums, mit 2,85 x 10° KBE L. farciminis, Pediococcus
acidilactici, Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis und 1,35 x 10° KBE
L. acidophilus MA 64/4E, ohne genaue Angabe der verwendeten Stimme, das
dreimal téglich dosiert nach Gewicht verabreicht wurde. Hierbei zeigte sich, dass

die Dauer des Durchfalls in der Probiotika-Gruppe signifikant kiirzer verlief mit
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einer mittleren Dauer von 1,3 (0,5 — 2,1) Tagen versus 2,2 (1,3 — 3,1) Tagen in der

der Placebo-Gruppe.

Bei 20 gesunden Schlittenhunden, die mit einem Synbiotikum (5,67 x 108 KBE
E. faecium SF68; 3,75 x 108 KBE Bacillus coagulans, 7,2 x 103 KBE L. acidophilus
sowie verschiedenen Pribiotika) oder Placebo iliber sechs Wochen behandelt
wurden, wurde der Einfluss auf das Auftreten von Durchfall, die Kotkonsistenz, die
Menge fékaler SCFA und das fikale Mikrobiom untersucht. Hierbei wiesen Hunde
in der Synbiotika-Gruppe eine signifikant niedrigere Anzahl an Tagen mit
Durchfall auf. Weiterhin konnten, im Gegensatz zur Placebo-Gruppe, ein
signifikanter Anstieg der Lactobacillaceae mittels 16S-rRNA-Sequenzierung sowie
ein signifikanter Anstieg der Lactobacillus spp. und Bifidobacterium spp. mittels
qPCR in der Synbiotika-Gruppe festgestellt werden. Hinsichtlich der SCFA konnte
kein Unterschied zwischen den Gruppen beobachtet werden (GAGNE et al., 2013).
Eine weitere Studie zu einem moglichen prophylaktischen Effekt eines
Synbiotikums gegeniiber Placebo wurde von ROSE und Mitarbeitern (2017) an 773
Hunden, die in einem Tierheim untergebracht waren, untersucht, indem die
Inzidenz von Durchfall sowie die Kotkonsistenz der Tiere evaluiert wurden. Die
Studienteilnehmer erhielten tiber die Lange des Aufenthaltes im Tierheim einmal
tidglich 2 x 10° KBE E. faecium NCIMB 10415 4b1707 sowie ein Pribiotikum
bestehend aus Fruktooligosacchariden und Gummi arabicum. Der Anteil der Tage,
an denen Durchfall auftrat, sowie der Anteil der Tiere pro Gruppe, die bis zum
Studientag 14 eine Durchfallepisode zeigten, die ldnger als zwei Tage anhielt, war

in der Synbiotika-Gruppe signifikant geringer.

Im Gegensatz dazu gibt es auBerdem Studien, bei denen kein Effekt durch ein
Probiotikum auf den Verlauf von akutem unkompliziertem Durchfall beobachtet
werden konnte. BYBEE und Mitarbeiter (2011) untersuchten in einer doppel-
geblindeten, placebokontrollierten Studie, ob ein einstimmiges Préparat mit
2,1 x 10°KBE E. faecium SF68 bei Hunden und Katzen im Tierheim einen Einfluss
auf das Auftreten von Durchfall sowie die Linge etwaiger Durchfallepisoden hat.
Hierfiir wurden getrennte Rdumlichkeiten fiir die jeweilige Therapie eingerichtet.
Die Tiere erhielten das Probiotikum oder das Placebo oral iiber vier Wochen,
gefolgt von einer Woche ohne Therapie und dann weiteren vier Wochen mit der
gegenteiligen Behandlung. Hierbei zeigte sich kein Unterschied hinsichtlich

Privalenz von Durchfall oder Lénge der Durchfallepisoden zwischen den
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Studiengruppen, wobei in beiden Gruppen nur selten Durchfall auftrat und nur
jeweils nur ein Studienpatient in jeder Gruppe ldnger als zwei Tage Durchfall

zeigte.

2.5.1.2. Parvovirose

Bei 20 Welpen mit Parvovirose wurde zusitzlich zur Standardtherapie, bestehend
aus intravendser Fliissigkeitssubstitution, antibiotischer Therapie mit Ampicillin
und/oder Gentamycin, Metoclopramid und Vitaminsupplementierung, die Wirkung
des gleichen mehrstimmigen Probiotikums, das in der vorliegenden Studie
verwendet wurde, mit 450 x 10° KBE L. plantarum DSM 24730, S. thermophilus
DSM 24731, B. breve DSM 24732, L. paracasei DSM 24733, L. delbrueckii
subspecies bulgaricus DSM 24734, L. acidophilus DSM 24735, B. longum DSM
24736 und B. infantis DSM 24737, versus Placebo iiber mindestens eine bis
maximal drei Wochen evaluiert. Hierbei wurde nicht angegeben warum der
Zeitraum der Verabreichung zwischen den Studienteilnehmern nicht einheitlich
war. Es zeigte sich eine signifikant stidrkere Verbesserung des
Krankheitsaktivititsindexes in der Probiotika-Gruppe. Weiterhin wurden fiinf Tage
nach  Therapiestart signifikant hohere Leukozytenzahlen, insbesondere
Lymphozytenzahlen, im Blut der mit dem Probiotikum behandelten Welpen
festgestellt (ARSLAN et al., 2012).

2.5.2. Chronische Enteropathien
Die vorliegenden Studien zum Probiotika-Einsatz bei chronischen Enteropathien
konzentrieren sich in der Tiermedizin vor allem auf die probiotische Therapie bei

Hunden mit IBD.

2.5.2.1. Futtermittel-responsive Enteropathie

Bei sechs Hunden mit futtermittel-responsiver Enteropathie, die iiber zwdlf
Wochen mit einer standardisierten Didt und 6 x 10° KBE L. acidophilus DSM
13241 mit vorheriger und nachfolgender Kontrollphase ohne Probiotikum gefiittert
wurden, konnte gezeigt werden, dass sich die Kotkonsistenz in der Probiotika-
Phase signifikant besserte. Weiterhin zeigten die Studienteilnehmer in den Phasen
ohne Probiotikum signifikant haufiger Durchfall sowie haufiger mehr als zwei
tagliche Kotabsidtze (PASCHER et al., 2008). SAUTER und Mitarbeiter (2006)
untersuchten in einer placebokontrollierten Studie den Einfluss eines

mehrstdmmigen Probiotikums mit 10'° KBE L. acidophilus NCC2628, 10'° KBE
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L. acidophilus NCC2766 und 10'° KBE L. johnsonii NCC2767, das einmal tiglich
iiber vier Wochen parallel zu einer standardisierten Eliminationsdiét bei 21 Hunden
mit futtermittel-responsiver Enteropathie angewendet wurde. Hierbei konnten
keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich des Krankheitsaktivitdtsindexes, des
Korpergewichtes und fékaler Zytokine zwischen den Gruppen festgestellt werden.
In einer placebokontrollierten Studie wurde zudem der Einfluss eines einmal téglich
tiber 42 Tage verbreichten Synbiotikums mit 1 x 10° KBE E. faecium NCIMB
10415 4b1707 und Fruktooligosacchariden, sowie Gummi arabicum mit
zeitgleicher Fiitterung einer hydrolisierten Didt bei zwdlf Hunden mit futtermittel-
responsiver Enteropathie untersucht. Hierbei konnte kein signifikanter Unterschied
im Krankheitsaktivitdtsindex, in der Expression verschiedener Zytokine sowie der
Histopathologie von Duodenum und Kolon zwischen den Gruppen gezeigt werden

(SCHMITZ et al., 2015).

2.5.2.2. Antibiotika-responsive Enteropathie

Bei neun Hunden mit antibiotika-responsiver Enteropathie, die auf Tylosin eine
vollstindige Remission der gastrointestinalen Symptome zeigten, wurde von
WESTERMARCK und Mitarbeitern (2005) untersucht, in wie fern eine
Behandlung mit 5 x 10° KBE L. rhamnosus GG zweimal tiglich fiir bis zu 30 Tage
verglichen mit keinerlei Therapie eine Riickkehr der Symptome nach Absetzen des
Tylosins verhindern kann. Innerhalb von drei bis 26 Tagen (im Median sieben)
zeigten alle neun Hunde unabhingig von der Therapie erneut Durchfall ohne einen

signifikanten Unterschied hinsichtlich der Kotkonsistenz zwischen den Gruppen.

2.5.2.3. Steroid-responsive Enteropathie

ROSSI und Mitarbeiter (2014) verglichen eine Einzeltherapie mit dem gleichen
Probiotikum, das in der vorliegenden Studie verwendet wurde (112 — 225 x 10°
KBE pro 10kg Korpergewicht L. plantarum DSM 24730, S. thermophilus DSM
24731, B. breve DSM 24732, L. paracasei DSM 24733, L. delbrueckii subspecies
bulgaricus DSM 24734, L. acidophilus DSM 24735, B. longum DSM 24736 und
B. infantis DSM 24737), mit einer Kombinationstherapie aus Prednison und
Metronidazol bei 20 Hunden mit IBD {iiber 60 Tage. Unter beiden Therapieformen
konnte eine signifikante klinische Besserung verzeichnet werden. In der
Prednison/Metronidazol-Gruppe stellte sich die Besserung signifikant schneller ein,

mit einer medianen Zeit von 4,8 (von 2,5 bis 7,0) Tagen bis zur Remission, wahrend
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die mediane Zeit in der Probiotika-Gruppe 10,6 (von 5,0 bis 15,0) Tage betrug. In
beiden Gruppen kam es zudem zu einer signifikanten Besserung des histologischen
Scores der Darmbiopsien, ohne Unterschied zwischen den Studiengruppen. Es
zeigte sich zudem, dass es in beiden Studiengruppen zu einer gleichermallen
signifikanten Abnahme der CD3+-T-Lymphozyten sowie zu einer signifikant
stairkeren Expression von TGF-B+-Zellen kam, wobei diese bei Hunden in der
Probiotika-Gruppe signifikant stirker war. Zudem zeigte sich nur in der Probiotika-
Gruppe ein signifikanter Anstieg der FoxP3+-Zellen. Das Tight-Junction-Protein
Occludin war bei Hunden, die mit dem Probiotikum behandelt wurden, sowie bei
gesunden Kontrollhunden signifikant stirker exprimiert als bei Hunden in der
Prednison/Metronidazol-Gruppe, wihrend das Tight-Junction-Protein Claudin-2
im Kolon der Prednison/Metronidazol-Gruppe signifikant stirker exprimiert war
als bei gesunden Kontrollhunden und Hunden, die das Probiotikum erhielten.
Anhand dieser Ergebnisse wurde geschlussfolgert, dass das verwendete
Probiotikum anti-inflammatorische Wirkung hat und sich positiv auf die
Darmbarriere auswirkt. In einer qPCR konnte auBlerdem gezeigt werden, dass
féakale Faecalibacterium spp. in der Probiotika-Gruppe signifikant stiegen. ROSSI
und Mitarbeiter (2018) flihrten eine weitere Studie zu Probiotika-Therapie mit dem
gleichen Probiotikum in gleicher Dosierung iiber 60 Tage ohne weitere Therapie
bei zehn Hunden mit IBD sowie fliinf Hunden mit Kolonpolypen ohne
Kontrollgruppe durch. Es zeigte sich eine signifikante Verbesserung des
Krankheitsaktivitdtsindexes und des histologischen Scores bei Hunden mit IBD.
Zudem wurde in der Studie beobachtet, dass es bei Hunden mit IBD zu einer
gesteigerten Expression von Polyaminen kam, wihrend bei Hunden mit
Kolonpolypen eine verminderte Expression von Polyaminen festgestellt werden
konnte. Dieses Ergebnis wurde als anti-proliferativer Effekt im Rahmen der
Kolonpolypen und anti-inflammatorischer Effekt bei Hunden mit IBD interpretiert.
In einer Studie von WHITE und Mitarbeitern (2017) erhielten 34 Hunde mit IBD,
die zuvor auf einen Didtwechsel oder antibiotische Therapie allein nicht
angesprochen hatten, entweder eine Kombinationstherapie aus Prednison, Didt und
dem gleichen Probiotikum, das in der vorliegenden Studie verwendet wurde (mit
450 x 10° KBE), oder Prednison, Diit und Placebo iiber acht Wochen. Patienten in
beiden Therapiegruppen zeigten eine signifikante Verbesserung des
Krankheitsaktivitdtsindexes, ohne Unterschied zwischen den Gruppen. Unter

beiden Therapiemethoden konnte ein Anstieg der gesamten Bakterienzahl im Kot



II. Literaturiibersicht 33

mittels qPCR beobachtet werden. In der Probiotika-Gruppe konnte zudem eine
hochregulierte Expression der Tight-Junction-Proteine E-Cadherin, Occludin und
Zonulin gezeigt werden, was als Hinweis auf eine verbesserte Darmbarriere
interpretiert wurde. D*ANGELO und Mitarbeiter (2018) untersuchten die Wirkung
des Hefepilzes Saccharomyces boulardii mit 1 x 10° KBE/kg versus Placebo
zweimal téglich bei 20 Hunden mit IBD, von denen acht Hunde zusitzlich einen
Proteinverlust liber den Darm zeigten, als Zusatz zu Diét, antibiotischer Therapie
und Steroiden iiber einen Zeitraum von 60 Tagen. Wihrend es in beiden Gruppen
zu einer signifikanten Abnahme des Krankheitsaktivititsindexes kam, zeigten
Hunde die =zusétzlich Saccharomyces boulardii erhielten, eine signifikant
schnellere Verbesserung sowie einen signifikant niedrigeren
Krankheitsaktivitdtsindex nach 45 und 60 Tagen unter Therapie. Zudem zeigte sich
ein signifikanter Anstieg des Body-Condition-Scores in der Probiotika-Gruppe. Ein
Unterschied zwischen den Gruppen beziiglich des Eiweillverlustes konnte nicht

gefunden werden.

2.5.3.  Endoparasitosen

Bei 20 Hunden mit Ancylostomatidae-Infektion, die einmal téglich 1 x 10° KBE
L. acidophilus ATCC 4536, L. plantarum ATCC 8014 und L. delbrueckii UFV
H2B20 erhielten, konnte gezeigt werden, dass diese im Vergleich zu nicht
behandelten Hunden signifikant hohere Erythrozytenzahlen aufwiesen. Weiterhin
wurden in der mit Probiotikum behandelten Gruppe hohere Leukozytenzahlen
sowie eine signifikant reduzierte Ausscheidung von Parasiteneiern gemessen
(COELHO et al., 2013). SIMPSON und Mitarbeiter (2009) untersuchten den Effekt
von 5 x 108KBE E. faecium SF68 versus Placebo einmal tiglich tiber sechs Wochen
auf die Ausscheidung von Giardienzysten, fakales Giardien-Antigen sowie fikales
IgA bei 20 Hunden mit chronischer subklinischer Giardieninfektion. Hierbei konnte

kein Unterschied zwischen den Gruppen festgestellt werden.

2.54. Antibiotika-assoziierte Nebenwirkungen

Viele Hunde zeigen wéhrend antibiotischer Therapie gastrointestinale
Nebenwirkungen, wie z. B. Durchfall, Erbrechen und Hyporexie (OLSON et al.,
2015; WHITTEMORE et al., 2019).

FENIMORE und Mitarbeiter (2017) untersuchten die Auswirkungen einer
Metronidazolbehandlung mit oder ohne probiotische Begleittherapie (5 x 108 KBE
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E. faecium SF 68) einmal téiglich liber sieben Tage bei 32 Hunden mit
unkompliziertem Durchfall im Tierheim. Der Anteil der Tage mit normalem
Kotabsatz war in der Probiotika-Gruppe (65,6 %) signifikant hoher als in der
Gruppe, die nur Metronidazol (46,9 %) erhielt. SINAN AKTAS und Mitarbeiter
(2007) untersuchten den Effekt eines Hefe-Probiotikums mit 1000 mg
Saccharomyces boulardii pro Tag iiber 10 Tage bei 24 gesunden Hunden, die
intramuskuldr Lincomycin erhielten. Hierbei erhielten die ersten beiden von drei
Studiengruppen Lincomycin so lange bis sich Durchfall einstellte. Wahrend die
erste Gruppe keine weitere Therapie erhielt, bekam die zweite Gruppe das
Probiotikum sobald sich der Durchfall einstellte. Bei der dritten Studiengruppe
wurde zeitgleich zur Antibiotikatherapie mit dem Probiotikum gestartet. In der
Gruppe, die nur Lincomycin erhielt, entwickelten 75 % der Patienten Durchfall, mit
einer mittleren Dauer von 6,5 Tagen. Die Durchfalldauer war in der Studiengruppe,
die Saccharomyces boulardii erhielt, sobald der Durchfall begann, signifikant
kiirzer, mit einer mittleren Dauer von 2,9 Tagen, wihrend in der dritten
Studiengruppe keiner der Studienpatienten Durchfall entwickelte. Bei 22 gesunden
Hunden, die parallel zu einer antibiotischen Therapie bestehend aus Enrofloxacin
und Metronidazol ein Synbiotikum mit 1 x 10'° KBE B. bifidum, E. faecium,
S. thermophilus, L. acidophilus, L. bulgaricus, L. casei und L. plantarum, sowie
1 x 10" KBE Saccharomyces boulardii und dem Pribiotikum Beta-Glucan
erhielten, wurde in einer placebokontrollierten Cross-Over-Studie der Einfluss auf
das Auftreten von antibiotika-assoziierten Nebenwirkungen untersucht. Hunde, die
parallel zur antibiotischen Therapie das Placebo erhielten, zeigten eine signifikant
niedrigere Futteraufnahme sowie eine schlechtere Kotkonsistenz verglichen mit

Hunden, die synbiotisch behandelt wurden (WHITTEMORE et al., 2019).
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Abstract

Introduction

The impact of probiotics on dogs with acute hemorrhagic diarrhea syndrome (AHDS) has
not been evaluated so far. The study aim was to assess the effect of probiotic treatment on
the clinical course, intestinal microbiome, and toxigenic Clostridium perfringens in dogs with
AHDS in a prospective, placebo-controlled, blinded trial.

Methods

Twenty-five dogs with AHDS with no signs of sepsis were randomly divided into a probiotic
(PRO; Visbiome, ExeGi Pharma) and placebo group (PLAC). Treatment was administered
for 21 days without antibiotics. Clinical signs were evaluated daily from day 0 to day 8. Key
bacterial taxa, C. perfringens encoding NetF toxin and enterotoxin were assessed on days
0,7,21.

Results

Both groups showed a rapid clinical improvement. In PRO a significant clinical recovery was
observed on day 3 (p = 0.008), while in PLAC it was observed on day 4 (p = 0.002) com-
pared to day 0. Abundance of Blautia (p<0.001) and Faecalibacterium (p = 0.035) was
significantly higher in PRO on day 7 compared to day 0, while in PLAC the abundance of
Faecalibacterium was not significantly higher on any study day and Blautia (p = 0.016) was
only significantly higher on day 21 compared to day 0. Abundance of C. perfringens was sig-
nificantly lower on day 7 (p = 0.011) compared to day 0 in PRO but not in PLAC. Enterotoxin
genes were significantly lower in PRO on day 21 (p = 0.028) compared to PLAC. Fecal sam-
ples of 57% of all dogs were positive for netFtoxin genes on day 0 and the abundance was
significantly lower on day 7 compared to day 0 in PRO (p = 0.016) and PLAC (p = 0.031).
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Conclusion

The probiotic treatment was associated with an accelerated normalization of the intestinal
microbiome. Dogs with aseptic AHDS showed a rapid decrease of netF toxin genes and fast
clinical recovery in both groups under symptomatic treatment without antibiotics.

Introduction

Acute hemorrhagic diarrhea syndrome (AHDS) is a common complaint in dogs presented to
primary care veterinarians. The etiology is not fully understood, but there is strong evidence
that C. perfringens and its toxins play a role in the pathogenesis and are responsible for the
intestinal lesions in most dogs diagnosed with AHDS [1]. An increase in fecal abundance of
enterotoxigenic C. perfringens has been associated with acute non-hemorrhagic as well as with
hemorrhagic diarrhea [2, 3]. Nevertheless, there was no difference found in severity of clinical
or laboratory parameters between dogs with AHDS that were either positive or negative for C.
perfringens encoding enterotoxin [3]. Recently, novel pore-forming toxins designated as NetE
and NetF were identified in a C. perfringens type A strain isolated from a dog with acute hem-
orrhagic diarrhea, and the cytotoxic effect of NetF could be demonstrated in vitro [4]. In addi-
tion, there is a significantly higher prevalence of C. perfringens encoding NetF toxin (netF) in
canine AHDS isolates compared to undifferentiated canine diarrheal isolates [4], and a prelim-
inary study also showed a significant higher abundance of netF in dogs with AHDS compared
to healthy dogs or dogs with parvovirosis [5].

The clinical picture of AHDS is characterized by acute onset of hemorrhagic diarrhea, leth-
argy, dehydration, and anorexia. Due to massive fluid loss, dogs with AHDS quickly develop
hypovolemia, which can be potentially life threatening when untreated. Usually, a rapid clini-
cal improvement under symptomatic treatment with aggressive fluid therapy, antiemetic ther-
apy, analgetics, and gastrointestinal diet can be seen. Short-term prognosis is considered good
after successful treatment of hypovolemia, while long-term consequences of the severe muco-
sal damage in dogs with AHDS are currently not known. Two individual studies have shown
that treatment with antibiotics has no significant influence on mortality rate, duration of hos-
pitalization, and clinical signs, and antibiotic treatment should be restricted to dogs with signs
of systemic inflammatory response syndrome (SIRS) or inadequate response to symptomatic
therapy [6, 7]. This is even more of interest since antibiotic treatment can cause acute alter-
ations in the intestinal microbiome and some bacterial taxa even remain altered for months
after antibiotic treatment [8, 9]. Moreover, inappropriate use of antibiotics promotes the devel-
opment of antimicrobial resistance, which poses a major problem in health care [10].

Dogs with AHDS have alterations in the intestinal microbiome, for example increases in C.
perfringens-like sequences and Fusobacteria and decreases in Actinobacteria and members
within the Firmicutes (Ruminococcaceae, Blautia spp.) [11, 12].

Recently, a quantitative PCR-based dysbiosis index (DI) was developed to identify dysbiosis
in canine fecal samples and this assay also allows to track microbiota changes over time [13].
The DI quantifies the abundance of total bacteria as well as of seven bacterial taxa (i.e. Faecali-
bacterium, Turicibacter, E. coli, Streptococcus, Blautia, Fusobacterium and C. hiranonis) shown
to be altered in dogs with gastrointestinal disease in previous sequencing and qPCR-based
studies. A recent study in dogs with multicentric lymphoma showed that the DI reflects the
microbiota dysbiosis similarly as whole microbiota analysis by 16S rRNA gene sequencing
[14]. The DI has been shown to be reproducible and provides a reference interval, based on
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assessment of the fecal microbiota of 95 healthy dogs [13]. The DI is expressed as a single
numeric value and has shown to be negative in healthy dogs (mean DI -4.8) and positive in
dogs with gastrointestinal disease (mean DI 3.3 in dogs with chronic enteropathy) indicating
dysbiosis. However, it has been shown that there is an overlap of dysbiosis patterns between
healthy dogs and dogs with gastrointestinal disease, which is why dogs with gastrointestinal
disease may have normal microbiota and therefore negative DI.

Currently it is unclear whether the microbiota changes are in part causal or an effect of
the disease, but it is believed that intestinal dysbiosis plays a role in the pathophysiology of
acute and chronic disorders. Thus, a rapid normalization of microbiota dysbiosis might be
beneficial.

Probiotics are orally administered live microorganisms which, when administered in ade-
quate amounts, confer a health benefit on the host (FAO/WHO 2001). The exact mechanisms
of probiotics are presently not fully understood, but several studies suggest that probiotics
have different beneficial effects on host health, such as immunomodulation, anti-inflammatory
properties or competition for nutrients or adhesion sites with potential pathogens [15, 16].
The effects of a probiotic possibly depend on the probiotic strain, mixture and concentration.
A previous study for instance showed varying microbial changes in kenneled dogs depending
on the dosage of the probiotic treatment [17]. Several studies showed an improvement in clini-
cal signs by probiotic treatment such as causing significant decreased incidence of diarrhea in
sheltered dogs and a significant reduction in duration of uncomplicated acute diarrhea in dogs
[18-20]. Dogs with idiopathic inflammatory bowel disease treated with probiotics in addition
to standard therapy showed an enhancement of regulatory T-cell markers, normalization of
dysbiosis, and up-regulated expression of tight junction proteins [21, 22]. One study investi-
gated the effect of probiotic treatment on dogs with hemorrhagic diarrhea due to parvovirosis
and observed a more rapid improvement in clinical signs as well as in leukocyte counts in
dogs additionally treated with probiotics [23]. However, to our knowledge there are no studies
on probiotic treatment in dogs with AHDS and its impact on clinical signs and intestinal
microbiota.

Thus, the aim of this prospective, placebo-controlled, randomized, blinded study was to
evaluate whether treatment with a probiotic has an impact on the clinical course, the intestinal
microbiome, and the presence and abundance of C. perfringens and C. perfringens encoding
enterotoxin and NetF toxin in dogs with AHDS that show no signs of sepsis.

Material & methods
Patients

This study was a prospective, placebo-controlled, randomized, blinded treatment trial. It was
conducted according to the German animal welfare law (approved by Ethics Commission,
Centre for Clinical Veterinary Medicine, LMU Munich, Germany; reference number 9-20-06-
13). Owners were informed about the purpose of the study, and all owners signed a written
consent form. Between October 2013 and March 2015, 84 dogs were presented with acute
hemorrhagic diarrhea to the Clinic of Small Animal Medicine, LMU University of Munich,
Germany. AHDS was diagnosed by ruling out any disease that can potentially cause hemor-
rhagic diarrhea. Inclusion criterion to enter the study was the presence of acute onset of hem-
orrhagic diarrhea with or without vomiting lasting less than three days. Fig 1 illustrates the
standardized examination process and exclusion criteria as well as the further course of the
study as a flow-chart. Exclusion criteria were underlying diseases causing hemorrhagic diar-
rhea, pre-treatment with drugs known to cause mucosal irritation (e.g., non-steroidal anti-
inflammatory drugs, corticosteroids, doxycycline) one week before presentation, or pre-
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Dogs with acute hemorrhagic diarrhea
< 3 days (n=84)

Blood tests: CBC, serum biochemistry, (parvovirus
PCR, baseline cortisol, clotting profile, cPL-ELISA)

Fecal examination: Flotation, Giardia-AG-ELISA

Abdominal ultrasound
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Fig 1. Standardized examination process and study protocol.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0204691.g001

treatment with antibiotics. Dogs diagnosed with AHDS but potential signs of sepsis (rectal
temperature >39.50°C, white blood cell (WBC) count <4 or >25 x 10°/L, band neutrophil
count >1.5 x 10°/L) were also excluded.

Therefore, a standardized history and physical examination were taken, and various tests
performed.

Blood tests. A complete blood count (CBC), serum biochemistry profile, serum concen-
trations of pancreatic lipase immunoreactivity (Spec cPL, IDEXX Laboratories, Ludwigsburg,
Germany) and clotting profiles if required (packed cell volume <40% or suspicious history or
physical examination) were evaluated. A parvovirus PCR (IDEXX Laboratories, Ludwigsburg,
Germany) was performed in dogs in which an infection was considered likely (young age,
incomplete vaccination history, neutropenia). Baseline cortisol (IDEXX Laboratories, Lud-
wigsburg, Germany) concentration was measured to rule out Addison’s disease in dogs with
lack of a stress leukogram and hyponatremia and/or hyperkalaemia.

Fecal examination. Flotation for nematodes and protozoan parasites (29.5% sodium
nitrate flotation solution, Janssen-Cilag, Neuss, Germany) and a Giardia antigen ELISA (ProS-
pecT Giardia Microplate Assay; Remel Inc, Lenexa, KS) were evaluated.
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Additional tests. Abdominal ultrasound was performed and urine specific gravity was
measured in case of azotaemia.

Treatment

Dogs (n = 25) that fulfilled the enrolment criteria were randomized by means of a computer-
generated schedule into a probiotic group (PRO; n = 13) and a placebo group (PLAC; n = 12).
Patients in PLAC received an orally administered placebo powder (maltose with trace amounts
of silicon dioxide) packed in sachets and patients in PRO received a high potency, multi strain,
orally administered probiotic powder every 24 hours for 21 days packed in sachets containing
450 billion cfu each. The placebo or probiotic powder was given orally either over food in dogs
with appetite or diluted in water administered with a 5 mL syringe in anorectic patients. The
probiotic mixture contained the following live bacterial strains: Lactobacillus plantarum DSM
24730, Streptococcus thermophilus DSM 24731, Bifidobacterium breve DSM 24732, Lactobacil-
lus paracasei DSM 24733, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus DSM 24734, Lactobacillus
acidophilus DSM 24735, Bifidobacterium longum 120 DSM 24736, and Bifidobacterium infantis
DSM 24737 in the specific combination which is currently sold under the brand Vivomixx in
Continental Europe and Visbiome in the USA and Canada. According to the manufacturer,
each strain in the probiotic blend was individually cultured and then filtered to separate the
bacteria from the culture medium. The concentrated culture was then lyophilized for each
strain separately. The finished product was shipped to the clinic and stored under refrigerated
conditions to ensure product potency (4-8°C). Dosing was based on body weight: 225 billion
colony forming units (cfu) for 1-10 kg dogs; 450 billion cfu for 10-20 kg dogs; 900 billion cfu
for 20-40 kg dogs for 21 days on a daily basis.

Additional therapy during hospitalization was standardized and equal for both groups. It
consisted of fluid therapy (crystalloids; amount depended on dehydration, maintenance
demands, and ongoing losses) and antiemetics (maropitant 1 mg/kg SC q24 h; Cerenia, Pfi-
zer Pharma GmbH) in case of vomiting. Analgetics were administered if required (bupre-
norphine 0.01 mg/kg intravenous every 6 hours or every 8 hours; Vetergesic Multidose,
Patheon UK, Swindon, UK). A gastrointestinal diet (Royal Canin, Gastro Intestinal) was
fed during hospitalization and owners were instructed to continue the diet until day 21 at
home.

Evaluation of clinical signs

Day 0 was defined as the day of clinical presentation and study inclusion. For eight days, clini-
cal signs were assessed and quantified by a clinician during hospitalization or the owner at
home using the canine hemorrhagic diarrhea severity index (CHDSI, Table 1). The CHDSI
includes the parameters activity, appetite, vomiting (times/day), fecal consistency, defecation
(times/day), and admixture of blood in the stool. Each parameter was scored from 0 to 3, and
the sum of scores yielded a total cumulative score. On days with no bowel movement, the fecal
consistency and defecation (times/day) were scored as zero. Clinicians as well as owners were
blinded to the treatment. Only dogs showing normal activity and appetite, no vomiting, no
dehydration, and no watery diarrhea (only dogs with normal, slightly soft or very soft fecal
consistency; equivalent to a score of 0-2 according to the CHDSI) were discharged from the
hospital.

Analysis of fecal microbiota

Fecal samples collected on day 0, day 7, and day 21 were used for analysis of the fecal micro-
biota. Fecal DNA was extracted as described previously [13]. Briefly, an aliquot of 100 mg (wet
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Table 1. Criteria for assessment of the CHDS index (canine hemorrhagic diarrhea severity-index).

Parameter 0 1 2 3
Activity Normal Mildly reduced Moderately reduced Severely reduced
Appetite Normal Mildly reduced Moderately reduced Severely reduced
Vomiting 0 1x/day 2-3x/day >3/day
Fecal consistency Normal Slightly soft Very soft Watery
Defecation 1x/day 2-3x/day 4-5x/day >5/day
Blood admixtures No Mild Moderate Predominantly

Total score: 0-3: clinically insignificant; 4-5: mild; 6-8: moderate; >9: severe AHDS

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0204691.t001

weight) of each fecal sample was extracted by a bead-beating method using a MoBio Power
soil DNA isolation kit (MoBio Laboratories, USA) following the manufacturer’s instructions.
Quantitative PCR assays (QPCR) for key bacterial taxa that are altered in dogs with gastrointes-
tinal disease (i.e., total bacteria, Faecalibacterium, Turicibacter, Escherichia coli, Streptococcus,
Blautia, Fusobacterium and Clostridium hiranonis) were performed as previously described
[13, 24]. PCR was also used to quantify the abundance of C. perfringens and the abundance of
the genes encoding enterotoxin as described previously [2]. For quantification of genes encod-
ing netF, primers were used as described previously [4]. The oligonucleotide sequences of
primers and probes, and respective annealing temperatures are summarized in S1 Table. PCR
conditions were 95°C for 20 seconds, 40 cycles at 95°C for 5 seconds, and 10 seconds at the
optimized annealing temperature. For probe based assays, the mastermix consisted of 10 pL of
TagMan reaction mixtures containing 5 uL of TagMan Fast Universal PCR master mix (2x),
No AmpErase UNG (Applied Biosystems), 1 uL of water, 0.4 uL of each primer (final concen-
tration: 400 nM), 0.2 pL of the probe (final concentration: 200 nM), 1 uL of 1% bovine serum
albumin (BSA, final concentration: 0.1%), and 2 uL of DNA (1: 10 or 1: 100 dilution). For
SYBR based assays PCR conditions were 95°C for 2 minutes, and 40 cycles at 95°C 5 seconds
and 10 seconds at the optimized annealing temperature (S1 Table) with 10 pL of SYBR-based
reaction mixtures containing 5 uL of SsoFast EvaGreen supermix (Biorad Laboratories), 1.6 uL
of water, 0.4 uL of each primer (final concentration: 400 nM), 1 uL of 1% BSA (final concentra-
tion: 0.1%), and 2 pL of DNA (1:10 or 1:100 dilution). The qPCR results were expressed as the
log amount of DNA (fg) for each bacterial group/10 ng of isolated total DNA. The results of
the qPCR assays were statistically analyzed for individual taxa as well as expressed as single
numerical value, the Dysbiosis Index (DI). A negative DI indicates normobiosis, whereas a
positive DI indicates dysbiosis [13].

Statistical analysis

The data for the qPCR assays, the CHDSI and signalment (age, gender, weight, breed) were
tested for normal distribution using D’Agostino & Pearson omnibus normality tests. Group
comparisons of data for the qPCR assays were performed using either an unpaired t-test

or Mann-Whitney tests as appropriate. Comparisons within a group between time points
were performed using either a paired t-test or Wilcoxon matched-pairs signed rank test as
appropriate. Friedman test and Dunn’s multiple comparison test were used for comparison
of CHDSI between time points among groups. Chi-square test was used for comparing pro-
portions of dogs positive for netF toxin gene and enterotoxin gene. Significance was set at
p<0.05. All statistics were performed in GraphPad Prism 7.0c (GraphPad Software Inc., San
Diego, USA).
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Results
Animals

Of the 84 dogs presented with hemorrhagic diarrhea during the study period, 59 patients were
excluded from the study, due to various reasons (Fig 1). Seven of 84 dogs (8.3%) were excluded
because they were pre-treated with antibiotics at time of presentation. Twenty-three (27.4%)
were excluded because they were treated with antibiotics during hospitalization due to either
signs of sepsis (n = 15/84; 17.9%), cystitis (n = 2/84; 2.4%), colitis (1/84; 1.2%), or unknown
reasons (n = 5/84; 6.0%). Twenty dogs (23.8%) needed to be excluded because of compliance
issues with owners (i.e., dogs would have fulfilled the inclusion criteria but owners were not
willing to participate in the study initially or did not comply fecal sample collection during
the study). Five dogs (6.0%) were tested positive for various parasites (e.g. Toxacara canis,
Giardia, Cryposporidia), two dogs (2.4%) had a positive PCR result for parvovirosis, one dog
(1.2%) was diagnosed with pancreatitis, and in one dog (1.2%) sudden death occurred during
initial examination.

Twenty-five of 84 dogs (29.8%) were diagnosed with acute hemorrhagic diarrhea syndrome
and eligible to enter the study. They were randomly divided into two groups, PRO (n = 13)
and PLAC (n = 12) by means of a computer-generated schedule. The mean (SD) age in PRO
was 6.0 years (3.9) while it was 5.5 years (3.9) in PLAC. No significant differences in age
(p = 0.748), gender (p = 0.561), body weight (p = 0.397) or breed distribution (p = 0.390) were
found between the two groups.

CHDS index (CHDSI)

On day 0, mean (SD) CHDSI in PRO was 13 (3.2) and in PLAC it was 13 (3.4), which was not
significantly different between groups (p = 0.980) (Fig 2). Compared to day 0, there was a sig-
nificantly lower CHDSI observed on day 3 (p = 0.008) in PRO with mean CHDSI of 5.0 (3.0).
In PLAC there was a significant lower CHDSI observed on day 4 (p = 0.002) compared to day
0 with mean CHDSI of 5.2 (2.8). After day 6, the mean CHDSI stayed below 3 in both groups,
indicating clinically insignificant signs according to the CHDSI. There were no further signifi-
cant differences observed between PRO and PLAC on any study day.

Fecal microbiota

On day 0, the abundances of Faecalibacterium, Turicibacter, E. coli, Streptococcus, Blautia,
Fusobacterium, and C. hiranonis were not significantly different between PRO and PLAC
(Table 2; Fig 3). In PRO the abundances of Blautia (p<0.001), C. hiranonis (p = 0.001), Strepto-
coccus (p = 0.001), Faecalibacterium (p = 0.035) and Turicibacter (p = 0.037) were significantly
higher on day 7 compared to day 0. In contrast, in PLAC there was a significantly higher abun-
dance of Blautia (p = 0.016), C. hiranonis (p = 0.014) and Turicibacter (p = 0.008) only seen on
day 21 compared to day 0. There was no significantly higher abundance of Streptococcus and
Faecalibacterium in PLAC on any study day compared to day 0. Additionally, dogs in PRO
had a significantly higher abundance of C. hiranonis (p = 0.014), Streptococcus (p = 0.013) and
Faecalibacterium (p = 0.018) compared to PLAC on day 7. No significant changes over time
within groups or between groups were observed for E. coli and Fusobacterium (Table 2). The
baseline dysbiosis index (DI) was not significantly different (p = 0.567) between PRO and
PLAC (Fig 3). On day 0, 4/13 dogs (31%) in PRO and 4/10 dogs (40%) in PLAC had a DI
above 0. The DI showed a decreasing tendency with 3/13 dogs (23%) in PRO, 3/12 dogs (25%)
in PLAC having a DI above 0 on day 7. After day 7, only one dog in PLAC had a DI above 0 on
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Fig 2. Assessment of clinical signs with the canine hemorrhagic diarrhea severity index (CHDSI). Index includes
the parameters activity, appetite, vomiting (times/day), stool consistency, defecation (times/day) and admixture of
blood in the stool. Each parameter is scored from 0 to 3, and the sum of scores yielded a total cumulative score.

PRO = probiotic group (grey, dashed); PLAC = placebo group (black). Error bars show mean + standard deviation. In
PRO the first day with a significantly lower CHDSI compared to day 0 was day 3 (p = 0.008) while in PLAC the first
day with a significantly lower CHDSI compared to day 0 was day 4 (p = 0.002).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0204691.g002

Table 2. Abundance of bacterial groups in dogs with acute hemorrhagic diarrhea syndrome.

PRO PLAC
Day 0 Day 7 Day 21 Day 0 Day 7 Day 21
E. coli 5.91(1.70) * 5.30 (1.54) * 5.49 (1.18)* 6.60 (1.46) * 5.80 (1.86) * 5.43 (1.70) *
Faecalibacterium 5.85(1.25) 6.68 (0.70) ° 7.02 (0.50) 5.82 (0.97) 5.38 (1.68) * 6.56 (1.02) *
Turicibacter 4.39 (0.64) * 5.28(1.33)° 5.84(1.27)° 4.26 (1.18) * 5.64 (1.56) *° 5.75(1.39) °
Streptococcus 4.96 (1.33)* 7.15(0.75) ° 6.42 (1.31) ™ 4.61 (0.90) * 5.39 (1.65) * 6.01(1.95)*
Blautia 7.82(0.99)* 9.57(0.33)® 9.60 (0.37) ® 7.82 (0.84)* 8.35 (1.15) ** 9.24 (0.36) ®
Fusobacterium 9.08(1.08) * 8.81(0.84)° 9.00 (0.62) * 873 (1.09) * 9.41 (1.04) * 9.34(0.78) *
C. hiranonis 4.53(1.52) * 6.08 (0.24) ° 6.01(0.16) 3.68 (1.83)° 4.27 (2.46) *° 6.13 (0.30) *
C. perfringens 6.98(1.17)° 5.80 (1.15) ° 4.79 (1.41)° 6.52 (1.37)* 5.17 (2.40) * 5.97 (1.45) *

PRO = probiotic group; PLAC = placebo group; values represent mean (SD) log DNA/g feces.
Columns within groups not sharing a common superscript are significantly different from each other (p<0.05).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0204691.t002
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Fig 3. Abundance of Blautia, C. hiranonis, Streptococcus, Faecalibacterium, Turicibacter and dysbiosis index. PRO = probiotic group (grey, dashed);
PLAC = placebo group (black). A negative DI indicates normobiosis, whereas a positive DI indicates dysbiosis. Error bars show mean + standard
deviation. Days not sharing a common superscript are significantly different from each other (p = <0.05). Asterisk indicates significant difference (p =
<0.05) between groups.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0204691.9003

day 21, and there was no significant difference between PRO and PLAC or between time
points among groups.

C. perfringens

All dogs were positive for C. perfringens on all days. On day 0, the abundance of C. perfringens
was not significantly different (p = 0.376) between PRO and PLAC (Fig 4). The abundance of
C. perfringens was significantly lower on day 7 (p = 0.011) compared to baseline in PRO. In
contrast, in PLAC C. perfringens were not significantly lower on any study day compared to
baseline.

C. perfringensstrains encoding enterotoxin

On day 0, the abundance (p = 0.842) as well as the number of dogs positive for enterotoxin
genes (10/13 positive in PRO vs. 7/10 in PLAC; p = 0.708) were not significantly different

between PRO and PLAC (Fig 4). On day 7, the abundance of enterotoxin genes was signifi-
cantly lower compared to baseline in both PRO (p = 0.016) and PLAC (p = 0.016) and also
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Fig 4. Abundance of C. perfringens,C. perfringensencoding enterotoxin and NetF toxin. PRO = probiotic group (grey, dashed); PLAC = placebo
group (black). Error bars indicate mean + standard deviation. Days not sharing a common superscript are significantly different from each other
(p<0.05). Asterisk indicates significant difference (p<0.05) between groups.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0204691.9004

number of dogs positive for enterotoxin genes was not significantly different between groups
(7/13 positive in PRO vs. 6/12 in PLAG; p = 0.695). On day 21, the abundance of enterotoxin
genes was significantly lower in PRO compared to PLAC (p = 0.028). Proportions of dogs posi-
tive for enterotoxin encoding C. perfringens strains were also significantly lower in dogs receiv-
ing probiotic on day 21 (1/10 positive in PRO vs. 5/8 in PLAC; p = 0.019).

C. perfringensstrains encoding NetF toxin (netF)

On day 0, a total of 13/23 (57%) dogs were positive for netF and there was no significant differ-
ence in number of dogs positive for netF between groups (7/13 positive in PRO vs. 6/10 posi-
tive in PLAC, p = 0.768). Additionally, the baseline abundance of netF was not significantly
different (p = 0.764) between PRO and PLAC (Fig 4). The abundance of netF was significantly
lower on day 7 compared to baseline in both PRO (p = 0.016) and PLAC (p = 0.031). After day
7 all dogs except one in PLAC on day 21, were below the detection limit of the PCR assay for
netF. There was no significant difference in abundance or number of dogs positive for netF
between groups on any study day.

Discussion

The aim of this study was to evaluate whether probiotic treatment has an impact on the clinical
course, the intestinal microbiome and the abundance of C. perfringens and toxigenic C. perfrin-
gens in dogs with AHDS. Therefore, dogs with hemorrhagic diarrhea lasting less than three
days were included in this trial. Dogs with an underlying disease possibly responsible for hem-
orrhagic diarrhea or dogs with potential signs of sepsis at clinical presentation or during the
study were excluded. Dogs in the probiotic group received a high potency, multi strain, orally
administered probiotic powder, which was chosen based on previous studies demonstrating
upregulated expression of tight junction proteins and clinical response in dogs with IBD [21,
22].

Acute hemorrhagic diarrhea syndrome is characterized by its self-limiting rapid course and
has a good short-term prognosis when treated symptomatically [7, 25]. We observed that all
dogs that fulfilled the inclusion criteria indeed showed a rapid clinical improvement within a

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0204691 September 27,2018 10/16



II1. Publikation 46

@ PLOS ’ ONE Probiotics in dogs with AHDS

few days. Based on the CHDSI, dogs in both groups were considered to have mild signs already
after 4 days and both groups had clinically insignificant signs after only 6 days (mean CHDSI
below 3). These results correspond to the findings in previous studies [7, 25]. We observed
that a significant recovery in PRO was already seen on day 3, while in PLAC it was seen on

day 4 compared to baseline. No further differences in severity or duration of clinical signs
between PRO and PLAC were seen. Since dogs with aseptic AHDS usually show a rapid clini-
cal improvement, more significant differences in clinical signs between treatment groups
might have been difficult to detect even if they were documented on a daily basis as performed
in this study.

Many practitioners still administer antibiotics to dogs with acute hemorrhagic diarrhea
even if patients do not show any signs of sepsis. In our study, 15 of the 84 dogs (17.9%) with
acute hemorrhagic diarrhea were not included in the study since they showed signs that poten-
tially reflect sepsis. A definitive diagnosis of sepsis in dogs with AHDS is difficult, since there
is a significant overlap concerning criteria for sepsis and hypovolemia. Individual dogs with
AHDS are still at risk to develop sepsis, likely due to bacterial translocation because of a dam-
aged intestinal barrier. Of particular interest is the fact that the dogs in our study that had no
signs of sepsis showed a rapid improvement under symptomatic therapy, and all dogs returned
to a normal stool consistency and frequency within a few days without antibiotic treatment.
This emphasizes the findings of previous studies, which showed that antibiotic therapy yields
no advantages compared to symptomatic therapy in dogs with acute diarrhea as long as the
patients do not show signs of sepsis (6, 7]. This is even more of interest, since bacterial resis-
tances are an increasing problem in public health care and unnecessary use of antibiotics
should be avoided [26, 27].

The intestinal tract of healthy dogs is inhabited by a diverse intestinal microbiota with Fir-
micutes, Bacteroidetes, Proteobacteria, and Fusobacteria being the predominant bacterial phyla.
The intestinal microbiota plays an important role in host health by contributing to many dif-
ferent pathways, such as producing metabolites like short chain fatty acids or by participating
in bile acid conversion [28-31]. Moreover, a crosstalk between gut microbiota and host
immune cells exists, enabled by microbial-derived metabolites and bacterial surface molecules
[32]. It has been shown that dogs with acute hemorrhagic diarrhea have alterations in their
intestinal microbiome. Bacterial taxa most commonly altered include increases in C. perfrin-
gens and E. coli, and decreases in Blautia, Turicibacter, Faecalibacterium, and Streptococcus spp.
compared to healthy dogs [11, 12, 33]. Recently, a quantitative PCR-based dysbiosis index (DI)
was developed to quantify these specific bacterial groups and combine them numerically into
one single number to assess fecal dysbiosis in canine fecal samples [13]. A negative DI indicates
normobiosis, whereas a positive DI indicates dysbiosis. On day 0, 31% of dogs in PRO and
40% of dogs in PLAC had a DI above zero, indicating intestinal dysbiosis. Overall, the DI
showed a similar tendency to decrease in both groups reflecting normalization of the intestinal
microbiota. Within 21 days, all dogs except one dog in PLAC returned to a negative DI indi-
cating intestinal normobiosis. These findings suggest that AHDS is a self-limiting syndrome
not only regarding clinical signs but also regarding the intestinal microbiome.

Species belonging to the genus Blautia are involved in glucose metabolism, producing
metabolites like acetate, ethanol, hydrogen, lactate and succinate [34], and Blautia represent
about 8.9-25.2% (median 14.0%) of the intestinal bacteria [12]. Studies in humans have shown
that a decreased abundance of Blautia is accompanied with negative effects on host health,
such as negative prognostic factors in early-stage breast cancer or higher graft-versus-host dis-
ease related mortality [35, 36]. C. hiranonis is considered to be a beneficial bacterium that
plays a role in bile acid conversion [28] while Turicibacter is likely to play a role in the metabo-
lism of butyric acid [37]. Faecalibacterium was shown to have anti-inflammatory properties
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and human inflammatory bowel disease and infectious colitis were associated with low counts
of Faecalibacterium [38, 39]. Blautia have a mean abundance of 9.7 log DNA, C. hiranonis a
mean abundance of 6.4 log DNA, Faecalibacterium a mean abundance of 6.2 log DNA and
Turicibacter a mean abundance of 6.1 log DNA per gram of feces as described in 95 healthy
dogs using the same PCR techniques [13]. In veterinary medicine, previous studies observed a
significant decrease in Blautia, Faecalibacterium and Turicibacter in dogs with acute hemor-
rhagic and non-hemorrhagic diarrhea [3, 11, 12]. Consistent to those previous findings, in our
study we observed a reduced mean abundance of Blautia, Faecalibacterium and Turicibacter
(Table 2) on day 0 according to the reference intervals set by AlShawaqfeh et al. In dogs treated
with the probiotic we observed a higher abundance of Blautia, Faecalibacterium, Turicibacter,
C. hiranonis and Streptococcus on day 7 compared to baseline while in dogs treated with pla-
cebo a higher abundance was only seen on day 21 or on no study day at all (Fig 3).

C. perfringens is a commensal of the intestinal tract and can be found in up to 76% in the
faces of healthy non-diarrheic dogs [2, 40, 41]. It has been shown that dogs with acute hemor-
rhagic and non-hemorrhagic diarrhea have a significantly higher abundance of C. perfringens
[2], while dogs with IBD do not have a significantly higher abundance compared to healthy
dogs [11]. Moreover, the abundance of C. perfringens encoding enterotoxin and the prevalence
of dogs positive for enterotoxin itself via ELISA toxin immunoassay are significantly higher
in dogs with acute diarrhea than in healthy dogs [2]. However, C. perfringens enterotoxin is
unlikely to be the primary cause of AHDS, since there was no difference found in severity of
clinical signs, duration of hospitalization or laboratory parameters between dogs positive or
negative for C. perfringens encoding enterotoxin based on PCR assays [3]. Additionally, there
was no difference seen in dogs being positive or negative for enterotoxin itself based on ELISA
toxin immunoassay data [3]. In this study, we detected a significantly lower abundance of C.
perfringensin PRO compared to baseline on day 7, whereas there was no significant lower
abundance in PLAC on any day compared to day 0. Proportions of dogs positive as well as the
abundance of C. perfringens encoding enterotoxin were significantly lower in dogs receiving
probiotic on day 21 in comparison to dogs that received placebo. These findings suggest that
probiotic treatment in this study was associated with an increase of beneficial bacteria such
as Blautia, C. hiranonis, Streptococcus, Faecalibacterium and Turicibacter and an accelerated
decrease of possible pathogenic bacteria like C. perfringens. We did not examine the exact
mechanisms of how the probiotic mixture affected the intestinal microbiota in this study. Pro-
biotic bacterial strains can modulate the immune system and enhance intestinal barrier func-
tion through different mechanisms of action. Studies reported a response of the gut associated
lymphoid tissue (GALT) following the administration of L. plantarum and L. acidophilus [42,
43]. Also antibody production such as IgA from plasma cells, which protect the host by bind-
ing several antigens were observed following treatment with B. lactis strains [44]. Moreover,
previous studies observed that Lactobacillus strains (L. acidophilus and L. fermentum) are able
to inhibit the growth of C. perfringens in vitro. This inhibition was not only caused by lowering
the pH level, as C. perfringens is a pH sensitive bacterium, but also likely due to bacteriocin
production by L. acidophilus and L. fermentum [45, 46]. The probiotic mixture used in our
study may be associated with an increase of beneficial bacteria and decrease of possible patho-
genic bacteria due to similar mechanisms. The formula of the probiotic used in our study con-
tains a higher concentration of bacteria compared to several other probiotic products, which
may have promoted this effect. Further research is warranted to elucidate the mechanisms of
action of probiotics in dogs with AHDS.

The novel pore-forming cytotoxic toxin NetF was recently isolated from a dog with acute
hemorrhagic diarrhea [4]. The study observed a highly significant association between the
presence of C. perfringens encoding NetF toxin and canine hemorrhagic diarrhea compared to

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0204691 September 27,2018 12/16



II1. Publikation

48

@PLOS ’ ONE

Probiotics in dogs with AHDS

undifferentiated enteritis and 75% of the isolates from hemorrhagic diarrhea were positive for
netF [4]. In our study, we observed that 57% of all dogs that fulfilled the inclusion criteria were
positive for netF at time of clinical presentation. NetF decreased rapidly, and after day 7 all
dogs, except one dog in PLAC on day 21, were below the detection limit of the PCR assay.
Since both groups showed a rapid decrease, it is likely that the NetF toxemia in dogs with hem-
orrhagic diarrhea is self-limiting and parallels clinical improvement.

A limitation of this study is the small sample size of 25 dogs. Future studies with a higher
sample size could provide more detailed data regarding the changes in microbiome and may
also be able to detect more significant differences in the clinical course. Additionally, a more
frequent analysis of fecal samples, especially in the first days after clinical presentation, could
have offered a more precise insight on the course of the intestinal microbiome in dogs with
AHDS treated with the probiotic. A possible limitation also may be that we did not perform a
whole screening of the intestinal microbiome. Reasons for not performing a sequencing-based
approach was that we employed reproducible qPCR assays that targeted those bacterial groups
previously found to be altered in canine gastrointestinal disease, including AHDS. Addition-
ally, we also did not perform a toxin immunoassay for C. perfringens enterotoxin, as the com-
merecially available immunoassay has not been validated for use in dogs. To our knowledge, no
immunoassay is available for measurement of NetF toxin.

In conclusion, the results of this study show that aseptic AHDS is characterized by its
rapid self-limiting course regarding clinical signs and the presence of netF toxin genes. Both
groups recovered quickly with a significant improvement on day 3 in the probiotic group
and day 4 in placebo group compared to day of clinical presentation. Dogs receiving probiotic
treatment also showed an accelerated normalization of Blautia, C. hiranonis, Faecalibacterium,
and Turicibacter compared to dogs that were only treated symptomatically. Additionally, the
abundance of C. perfringens encoding enterotoxin was significantly lower in dogs receiving
probiotics.
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IV. DISKUSSION

In dieser Arbeit wurde der Einfluss eines Probiotikums auf den klinischen Verlauf,
das fikale Mikrobiom sowie die fikale Menge an C. perfringens und
toxinbildenden C. perfringens bei Hunden mit AHDS untersucht. Zu diesem Zweck
wurde eine randomisierte, geblindete, placebokontrollierte Therapiestudie
durchgefiihrt, im Rahmen derer 25 Hunde mit AHDS ohne Zeichen einer
systemischen Entziindung zusétzlich zu standardisierter symptomatischer Therapie
iiber 21 Tage oral ein mehrstimmiges Probiotikum oder ein Placebo erhielten. Der
klinische Verlauf wurde {iber acht Tage evaluiert. Vor Start der Therapie sowie am
7. und 21. Studientag wurde je eine Kotprobe zu Analysezwecken gesammelt. Im
Kot wurden mittels qPCR die Mengen von C. perfringens, Enterotoxin-bildenden
C. perfringens und NetF-Toxin-bildenden C. perfringens ermittelt sowie die
gesamte Bakterienzahl und sieben bakterielle Taxa, die sich in vorherigen Studien
bei Hunden mit gastrointestinalen Erkrankungen im Vergleich zu gesunden Hunden

abweichend zeigten.

Das AHDS ist gekennzeichnet durch akut auftretenden blutigen Durchfall, dem in
den meisten Féllen Erbrechen vorrausgeht (MORTIER et al., 2015). Erkrankte
Hunde zeigen hiufig abdominale Schmerzen, Ubelkeit und Anorexie (RODLER,
2016). Je nach Frequenz des Erbrechens sowie des Durchfalls und dem Ausmaf des
daraus resultierenden Fliissigkeitsverlusts, zeigen Patienten Symptome einer
Hypovoldmie, wie z. B. vermindertes Allgemeinbefinden, Tachykardie, Tachypnoe
und Hypothermie bis hin zum hypovoldmischen Schock (BUSCH, 2013;
MORTIER et al., 2015). Labordiagnostisch weisen erkrankte Tiere aufgrund der
Dehydratation hdufig eine Himokonzentration und eine prirenale Azotdmie auf.
Zudem zeigen sie in vielen Féllen eine Leukozytose, eine Hypoproteindmie und
Elektrolytverschiebungen (RODLER, 2016). Histopathologisch finden sich in der
Mukosa des Diinn- und Dickdarms eine akute Nekrose sowie eine neutrophile
Entziindung, wihrend die Mukosa des Magens trotz klinisch sichtbarem Erbrechen
keine Verdnderungen zeigt (UNTERER et al., 2014). Da die Pathogenese des
AHDS derzeit nicht vollstindig geklért ist, erfolgt eine Diagnosestellung unter
Ausschluss moglicher weiterer Ursachen fiir akuten hdmorrhagischen Durchfall

(BUSCH, 2013),

Eine mogliche Komplikation des AHDS stellt eine bakterielle Translokation aus
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dem Darm dar, die aufgrund einer intestinalen Uberwucherung von Bakterien sowie
der herabgesetzten Darmbarriere durch die intestinale Nekrose und Entziindung
entstehen kann (WIEST und RATH, 2003). Es wird jedoch davon ausgegangen,
dass der GroBteil der an AHDS erkrankten Hunde dennoch in der Lage ist,
Bakterien aus dem Blut zu eliminieren, so dass folglich nur wenige Tiere eine
Sepsis entwickeln (UNTERER et al.,, 2015). Die genaue Pridvalenz von
Sepsisgeschehen bei AHDS ist derzeit nicht bekannt. Dies liegt unter anderem
daran, dass sich Hypovoldmie und Sepsis in &hnlichen klinischen Symptomen
duBern konnen und somit Fehleinschitzungen bei klinischer Vorstellung mdglich
sind. UNTERER und Mitarbeiter (2015) untersuchten in einer Studie die Inzidenz
einer Sepsis bei Hunden mit AHDS und verwendeten zu diesem Zweck Kriterien
zur Feststellung einer systemischen Entziindungsreaktion (SIRS, Systemisches
inflammatorisches Response-Syndrom), die von HAUPTMAN und Mitarbeitern
(1997), sowie DE LAFORCADE und Mitarbeitern (2003) charakterisiert wurden.
Hierbei zeigte sich, dass 48 der 87 Studienteilnehmer (55 %) unter Anwendung
dieser Kriterien eine SIRS aufwiesen. Von UNTERER und Mitarbeitern (2015)
wurde somit geschlussfolgert, dass Symptome wie Hypothermie, Tachykardie und
Tachypnoe nicht als Parameter zur Feststellung eines SIRS bei dehydrierten
Patienten mit AHDS herangezogen werden sollten. In der vorliegenden Studie
mussten 15 von 84 Tieren (17,9 %), die initial aufgrund von akutem blutigem
Durchfall vorgestellt wurden und bei denen AHDS vermutet wurde, aus der Studie
ausgeschlossen werden, da diese bei klinischer Vorstellung oder im Verlauf der
Studie eindeutige Hinweise einer Sepsis zeigten. Da Patienten, die initial mit
eindeutigen Sepsisanzeichen vorgestellt wurden, im Rahmen der vorliegenden
Studie nicht weiterverfolgt wurden, ist es moglich, dass sich ebenfalls Tiere mit
anderer zugrundeliegender Erkrankung als AHDS unter den ausgeschlossenen
Tieren befanden. Es ist somit zu betonen, dass diese 17,9 % nicht die Pravalenz der

Tiere mit AHDS, die eine Sepsis entwickelten, darstellt.

Therapeutisch steht bei AHDS der Ausgleich des durch Durchfall und Erbrechen
entstehenden Fliissigkeitsverlustes mittels intravendser Infusion kristalloider
Losungen im Mittelpunkt (UNTERER und HARTMANN, 2009). Aufgrund der
unbekannten Pathogenese erfolgt die weitere Therapie symptomatisch in Form von

Analgetika, Antiemetika und Antazida sowie einer magen-darm-schonenden Didt

(RODLER, 2016). In der Regel zeigen Hunde mit AHDS unter symptomatischer
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Therapie und ohne Antibiose eine schnelle klinische Besserung mit rapider
Abnahme des Krankheitsaktivititsindexes innerhalb von zwei Tagen, und konnen
nach einem medianen stationdren Aufenthalt von drei (eins bis acht) Tagen nach
Hause entlassen werden (MORTIER et al., 2015). Konsistent dazu zeigten auch die
Hunde in der vorliegenden Studie eine schnelle klinische Besserung mit einem
signifikant niedrigeren Krankheitsaktivitidtsindex nach drei Tagen in der
Probiotika-Gruppe und vier Tagen in der Placebo-Gruppe. Weiterhin befand sich
der mittlere Krankheitsaktivitdtsindex in beiden Gruppen nachdem 6. Studientag
im klinisch insignifikanten Bereich. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie
sprechen hinsichtlich des klinischen Verlaufs dafiir, dass, konsistent zu vorherigen
Studien, bei Hunden mit AHDS ohne Anzeichen einer Sepsis, mit einer rapiden
klinischen Besserung zu rechnen ist. Weiterhin scheint in der vorliegenden Studie
die probiotische Therapie mit einer beschleunigten klinischen Besserung assoziiert
zu sein. Ein positiver Einfluss auf die klinische Symptomatik durch Probiotika
wurde bei Hunden mit AHDS bisher nicht untersucht, konnte aber bereits bei
Hunden mit anderen akuten gastrointestinalen Erkrankungen festgestellt werden.
So zeigte sich bei Hunden mit akutem unkompliziertem Durchfall durch den
Einsatz verschiedener Probiotika eine signifikant verkiirzte Dauer des Durchfalls
(KELLEY etal.,2009; HERSTAD et al., 2010). Der Einsatz des in der vorliegenden
Studie verwendete Probiotikums war auflerdem bei Welpen mit Parvovirose mit
einer signifikant stirkeren Besserung des Krankheitsaktivititsindexes assoziiert
(ARSLAN et al., 2012). Aufgrund der geringen Patientenzahl von 25 Tieren in der
vorliegenden Studie ist die Aussagekraft des geringen Unterschiedes hinsichtlich
des klinischen Verlaufs eingeschriankt. Insbesondere da es sich bei AHDS um eine
Erkrankung handelt, bei der Hunde mit einem unkomplizierten Verlauf generell
eine sehr schnelle Besserung der klinischen Symptome zeigen, ist es schwer, einen
Unterschied im klinischen Verlauf zu zeigen. Ob das Probiotikum bei Hunden mit
AHDS konsistent zu einer schnelleren klinischen Besserung fiihren kann, miisste

daher durch Studien mit einer gro3en Patientenzahl evaluiert werden.

Bei Hunden mit AHDS, die keine Anzeichen eines SIRS zeigen, haben eine
Therapie mit Amoxicillin/Clavulansdure oder eine Kombinationstherapie aus
Amoxicillin/Clavulansdure und Metronidazol, verglichen mit rein symptomatischer
Therapie, keine Vorteile hinsichtlich klinischem Verlauf, Kotkonsistenz, Lange des

stationdren Aufenthalts und Sterblichkeitsrate (ISRAILOFF, 2009; UNTERER et
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al., 2011). Auch ein Vergleich zwischen einer singuldren Therapie mit
Amoxicillin/Clavulansédure und der Kombinationstherapie aus
Amoxicillin/Clavulansdure und Metronidazol zeigte keine Unterschiede
hinsichtlich des klinischen Verlaufs (ORTIZ et al., 2018). In der vorliegenden
Studie besserten sich ebenfalls alle Studienteilnehmer ohne antibiotische Therapie
innerhalb weniger Tage. Dennoch konnten Studien zeigen, dass bei vielen Patienten
mit akutem Durchfall hidufig eine antibiotische Therapie als Ersttherapie eingesetzt
wird, ohne dass Anzeichen fiir ein SIRS bestechen (GERMAN et al., 2010; DE
BRIYNE et al., 2014). Eine antibiotische Therapie sollte jedoch bei Patienten mit
AHDS, die keinen Hinweis auf ein SIRS haben, aufgrund verschiedener Faktoren
kritisch gesehen werden. In einer humanmedizinischen Studie konnte gezeigt
werden, dass eine antibiotische Therapie wahrend der Phase einer akuten Enteritis
das Risiko erhoht, spiter chronische gastrointestinale Symptome zu entwickeln
(KLEM et al., 2017). In der Tiermedizin wurde weiterhin festgestellt, dass Hunde,
die im Welpenalter an einer Parvovirose erkrankt waren, einem signifikant hoheren
Risiko ausgesetzt sind, im Erwachsenenalter chronische gastrointestinale
Beschwerden zu zeigen (KILIAN et al.,, 2018). Da an Parvovirose erkrankte
Welpen neben der Enteritis in vielen Féllen eine Neutropenie entwickeln, sind diese
einem hoheren Risiko ausgesetzt, eine Sepsis zu entwickeln und werden daher in
der Regel mit Antibiotika behandelt. Aus diesem Grund lésst sich nicht sagen, ob
das erhohte Risiko der chronischen gastrointestinalen Symptome nach einer
Parvovirose mit der Erkrankung an sich oder der antibiotischen Therapie
zusammenhdngt (KILIAN et al., 2018). Ob Patienten mit AHDS gastrointestinale
Langzeitfolgen nach der Erkrankung entwickeln und, ob es Unterschiede zwischen
antibiotisch behandelten Tieren und rein symptomatisch behandelten gibt, ist
Gegenstand laufender Studien. Weiterhin sollte eine antibiotische Therapie bei
akutem Durchfall kritisch gesehen werden, da diese zu einer intestinalen Dysbiose
fiihrt. Dies konnte bei Hunden und Katzen sowie bei Menschen gezeigt werden
(DETHLEFSEN et al., 2008; SUCHODOLSKI et al., 2009; GRONVOLD et al.,
2010; JERNBERG et al., 2010; IGARASHI et al., 2014; FRANCINO, 2015;
SUCHODOLSKI et al, 2016; TORRES-HENDERSON et al., 2017). In
humanmedizinischen Studien wurden Verdnderungen im intestinalen Mikrobiom
auch noch Monate bis Jahre nach Absetzen der antibiotischen Therapie festgestellt
(JAKOBSSON et al., 2010). Dies ist von besonderem Interesse, da in weiteren

humanmedizinischen Studien gezeigt werden konnte, dass eine intestinale
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Dysbiose, die durch antibiotische Therapie ausgeldost wurde, das Risiko erhoht, an
einem Reizdarmsyndrom, einer chronisch entziindlichen Darmerkrankung wie
Morbus Crohn, an Allergien oder an Asthma zu erkranken (KUMMELING et al.,
2007; UNGARO et al., 2014; METSALA et al., 2015; KLEM et al., 2017).
Inwiefern eine antibiotische Therapie bei Hunden dhnliche Langzeitfolgen hat, ist
derzeit nicht bekannt. Letztendlich sollten Antibiotika auch aufgrund von
entstehenden bakteriellen Resistenzen, die sowohl fiir Tiere, als auch fiir Menschen
aufgrund nicht-behandelbarer bakterieller Infektionen zunehmende gesundheitliche
Gefahren darstellen, sinnvoll eingesetzt werden (COSTELLOE et al., 2010;
SYKES, 2010).

Eine intestinale Dysbiose liegt nicht nur bei Patienten, die antibiotisch behandelt
wurden vor, sondern konnte auch bei akuten und chronischen Darmerkrankungen
festgestellt werden (SUCHODOLSKI, 2011; HONNEFFER et al., 2014; GUARD
und SUCHODOLSKI, 2016). Bei chronischen Darmerkrankungen ist es unklar, ob
die Dysbiose als Ausloser der Erkrankung gesehen werden kann, oder, ob diese
sekundér zur zugrundeliegenden Erkrankung entsteht (SUCHODOLSKI, 2011).
Bakterien, die aufgrund von Ergebnissen vorheriger Studien als Symbionten mit
positivem Einfluss auf den Wirt gelten, sind im Rahmen einer Dysbiose in der Regel
in verminderter Menge im Darm vorhanden, wiahrend Bakterien, die als Pathogene
gelten oder negative Auswirkungen auf den Wirt haben konnen, iiberwuchern.
Folglich konnen als gutartig angesehene Bakterien ihre Funktion nur in
eingeschrinkter Weise ausiiben (SUCHODOLSKI, 2011). Folgen der intestinalen
Dysbiose sind z. B. Verdnderungen in Stoffwechselwegen, an denen Bakterien im
gesunden Zustand teilhaben. Somit kommt es zu Abweichungen intestinaler
Metaboliten, die folglich wichtige Funktionen im Darmtrakt und systemisch nur
noch eingeschrinkt erfiillen konnen (BRESTOFF und ARTIS, 2013). Weiterhin
kann eine Dysbiose zu einer vermehrten Expression bakterieller Toxine fithren und
pro-inflammatorische Antworten des Immunsystems fordern, wobei vermutlich
multiple Mechanismen zur gleichen Zeit stattfinden (FAVA und DANESE, 2011).
Eine weitere Folge kann eine herabgesetzte intestinale Barriere sein, die durch
Veridnderungen in Enzymen des Biirstensaums und in Rezeptoren des intestinalen
Epithels in Erscheinung tritt und somit den Wirt empfinglicher fiir den Ubertritt
von Pathogenen oder Toxinen macht (SUCHODOLSKI, 2011). Eine intestinale

Dysbiose muss sich dennoch nicht zwangsldufig in klinischen Symptomen &ufern
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(JOOSSENS etal., 2011). Inwiefern eine asymptomatische intestinale Dysbiose bei
Hunden empfinglicher fiir Pathogene macht oder fiir chronische gastrointestinale
oder systemische Erkrankungen pradisponiert, ist derzeit nicht bekannt. Weiterhin
kann derzeit nicht eindeutig gekliart werden, inwiefern eine intestinale Dysbiose
neben der Uberwucherung von C. perfiingens bei Patienten mit AHDS eine Rolle

in der Pathogenese spielt.

Zur Erfassung des Mikrobioms bei Hunden konnten ALSHAWAQFEH und
Mitarbeiter (2017b), neben den 16S-rRNA-Sequenzierungsverfahren, ein neues
qPCR-gestiitzes Verfahren, den DI, entwickeln, mit dem die fakale Menge sieben
bakterieller Taxa sowie die gesamte Bakterienmenge untersucht wird. Mittels eines
mathematischen Algorithmus werden die Ergebnisse als einzelne Zahl ausgdriickt,
anhand derer das Mikrobiom in normobiotisch (DI < 0) oder dysbiotisch (DI > 0)
eingeteilt werden kann. Je hoher der DI ist, desto schwerwiegender ist die Dysbiose.
Im Vergleich zu Sequenzierungsverfahren ist somit eine kostengiinstigere und
schnellere Erfassung des fakalen Mikrobioms mdglich. Im Rahmen der Studie von
ALSHAWAQFEH und Mitarbeitern (2017b) wurde dieses Verfahren bei 95
gesunden Hunden sowie 106 Hunden mit chronischer Enteropathie etabliert. Bei
der Entwicklung des Verfahrens wurden Bakteriengruppen miteinbezogen, die
sowohl bei akuten, als auch bei chronischen gastrointestinalen Erkrankungen, im
Vergleich zu gesunden Hunden, basierend auf 16S-rRNA-
Sequenzierungsverfahren sowie qPCR, im Kot abweichend waren. Dabei wurden
auch Studien miteinbezogen, in denen das fiakale Mikrobiom bei Hunden mit akuter
blutiger Diarrhoe untersuchte wurde (SUCHODOLSKI et al., 2012b; GUARD et
al., 2015). In der vorliegenden Studie wiesen lediglich 4/13 (31 %) Hunden in der
Probiotika-Gruppe und 4/10 (40 %) Hunden in der Placebo-Gruppe einen DI > 0,
und somit laut der Einteilung nach ALSHAWAQFEH und Mitarbeitern (2017b)
eine intestinale Dysbiose auf. Deutlich wurde zudem eine grof3e Streuung des DI
innerhalb der Gruppen. Im Verlauf der Studie kam es in beiden Gruppen zu einem
Absinken des mittleren DI, welche jedoch statistisch keine Signifikanz erreichte.
An Studientag 21 zeigte lediglich ein Hund in der Placebo-Gruppe einen DI > 0 und
auch die Streuung des DI fiel in beiden Gruppen deutlich geringer aus. Somit kann
in der vorliegenden Patientenpopulation durchaus von einer Verbesserung des DI
gesprochen werden. Dies ist die erste Studie, bei der das fikale Mikrobiom an

AHDS erkrankter Hunde mittels DI untersucht wurde. Der DI wurde bereits in
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einigen verdffentlichten Studien verwendet, um das Mikrobiom zu untersuchen.
Dabei konnte gezeigt werden, dass Hunde mit chronischer Enteropathie, mit
behandelter oder unbehandelter EPI, Hunde, die gebarft wurden, sowie gesunde
Hunde, die Tylosin erhielten, einen signifikant héheren DI im Vergleich zu
gesunden Hunden aufwiesen, wobei auch hier in der Regel eine grof3e Streuug des
DI vorlag (GIARETTA et al., 2018; SCHMIDT et al., 2018; BLAKE et al., 2019).
Derzeit gibt es zudem drei publizierte Studien, in denen das fikale Mikrobiom
sowohl mittels 16S-rRNA-Sequenzierung als auch mittels DI erfasst wurde,
wodurch ein Vergleich beider Verfahren moglich ist. Bei Hunden mit chronischer
Enteropathie, Hunden mit multizentrischem Lymphom sowie bei gesunden Hunden
und Hunden, die mit Tylosin behandelt wurden, konnte mittels beider Verfahren
gezeigt werden, dass diese eine Dysbiose aufwiesen, wobei jedoch keine direkte
Korrelation der Ergebnisse beider Verfahren durchgefiihrt wurde (GAVAZZA et
al., 2018; MANCHESTER et al., 2019; MINAMOTO et al., 2019). Mittels 16S-
rRNA-Sequenzierung zeigte sich in einer vorherigen Studie, dass Hunde mit AHDS
im Vergleich zu Hunden mit akutem nicht-blutigem Durchfall oder chronischer
Enteropathie die tiefgreifendsten Verdnderungen im fikalen Mikrobiom aufwiesen
(SUCHODOLSKI et al., 2012b). In der vorliegenden Studie wurde keine 16S-
rRNA-Sequenzierung durchgefiihrt, weshalb letztendlich nicht eindeutig geklért
werden kann, ob die vorliegende Patientenpopulation tatséchlich keine
tiefgreifende Dysbiose aufwies oder ob diese mit dem angewendeten Verfahren
nicht erfasst werden konnte. Ob der DI also ein geeignetes Verfahren zur Erfassung
einer Dysbiose bei Patienten mit AHDS darstellt, ist derzeit nicht gekldrt und

Gegenstand laufender Studien.

Neben der Information tiber das Vorliegen sowie den Grad einer Dysbiose wird im
Rahmen des DI auflerdem die Menge der einzelnen gemessenen Bakterien
(Faecalibacterium spp., Turicibacter spp., Streptococcus spp., E. coli, Blautia spp.,
Fusobacterium spp. und C. hiranonis) angegeben (ALSHAWAQFEH et al.,
2017b). ALSHAWAQFEH und Mitarbeiter (2017b) schlugen basierend auf ihren
Ergebnissen Referenzwerte fiir die sieben bakteriellen Taxa fiir gesunde Hunde vor.
An der vorliegenden Studie nahmen keine gesunden Hunde als Kontrollgruppe teil.
Obwohl das gleiche qPCR-gestiitze Verfahren wie von ALSHAWAQFEH und
Mitarbeitern (2017b) verwendet wurde, ist ein direkter Vergleich der fiakalen
Menge der bakteriellen Taxa mit den von ALSHAWAQFEH und Mitarbeitern
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(2017b) vorgeschlagenen Referenzwerten nicht mdglich. Ursdchlich dafiir ist,
aufgrund der Normalverteilung, die Angabe der mittleren fakalen Mengen in log
DNA pro g Kot in der vorliegenden Studie und der medianen fékalen Mengen in
log DNA pro g Kot von ALSHAWAQFEH und Mitarbeitern (2017b). Dennoch
zeigt sich in den vorliegenden Daten, dass bakterielle Taxa, die bei Hunden mit
AHDS in vorherigen Studien im Vergleich zu gesunden Hunden abweichend
waren, im Verlauf der vorliegenden Studie anstiegen bzw. absanken.
SUCHODOLSKI und Mitarbeiter (2012b) sowie MARKEL und Mitarbeiter (2012)
zeigten mittels qPCR, dass Faecalibacterium spp. und Turicibacter spp. bei
Hunden mit akutem hdmorrhagischem Durchfall in signifikant niedrigerer Menge
im Kot nachgewiesen werden konnen im Vergleich zu gesunden Hunden.
SUCHODOLSKI und Mitarbeiter (2012b) konnten zudem bei Hunden mit akutem
hdmorrhagischem Durchfall eine signifikant niedrigere Menge an Blautia spp.
nachweisen, und die Kombination aus Faecalibacterium spp., Turicibacter spp. und
Blautia spp. erwies auBerdem die hochste Trennschérfe im Vergleich zwischen
gesunden Hunden und Hunden mit akutem und chronischem Durchfall. Eine héhere
Menge von Faecalibacterium spp., Turicibacter spp. und Blautia spp. im Kot
scheint bei Hunden folglich sinnvoll, da sie mit einem gesunden Mikrobiom

assoziiert wurde.

Faecalibacterium spp. spielen im SCFA-Metabolismus eine Rolle (KOH et al.,
2016). In humanmedizinischen Studien konnten Faecalibacterium spp. als Butyrat-
Produzenten identifiziert werden. Butyrat wirkt sich positiv auf die Darmbarriere
des Kolons aus, indem es z. B. die Expression der Tight-Junction-Proteine steigert
und eine regulierende Wirkung auf Zellproliferation und -apoptose des
Darmepithels hat (PLOGER et al., 2012). In einer Studie an Hunden mit akutem
Durchfall wurde unerwartet ein gegenteiliger Effekt beobachtet, da reduzierte
Mengen an Ruminococcaceae und Faecalibacterium spp. mit reduzierten Mengen
an fakalem Propionat und erhohten Mengen an Butyrat korrelierten, wobei vermutet
wurde, dass Hunde mit akutem Durchfall Butyrat nicht addquat verstoffwechseln
konnen und daher vermehrt ausscheiden (GUARD et al., 2015). Eine weitere Studie
zeigte, dass Hunde mit IBD, die therapeutisch gut eingestellt waren und somit keine
oder kaum klinische Symptome zeigten, eine hohere Menge von
Faecalibacterium spp. im Kot aufwiesen als Hunde mit schlecht eingestellter IBD

(SUCHODOLSKI et al., 2012b). In einer weiteren Studie an Hunden mit IBD
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wurde beobachtet, dass eine singuldre Therapie mit dem gleichen Probiotikum, das
in der vorliegenden Studie verwendet wurde, mit einer signifikanten Erh6hung der
Menge an Faecalibacterium spp. im Kot assoziiert war, wihrend bei Hunden, die
mit Metronidazol und Prednison behandelt wurden, keine Erhohung dieses
Bakteriums festgestellt werden konnte (ROSSI et al.,, 2014). Zudem zeigten
HEILMANN und Mitarbeiter (2017), dass es bei Hunden mit AHDS unter rein
symptomatischer Therapie zu keinem Anstieg fdkaler Faecalibacterium spp.
innerhalb der ersten drei Tage der Erkrankung kommt. In der vorliegenden Studie
zeigten Faecalibacterium spp. nur in der Probiotika-Gruppe einen signifikanten
Anstieg, wihrend in der Placebo-Gruppe kein signifikanter Anstieg im Verlauf der
Studie festgestellt werden konnte. Ein positiver Einfluss auf Faecalibacterium spp.
durch das verwendete Probiotikum scheint somit moglich. Turicibacter spp.
konnten bisher sowohl bei Tieren als auch bei Menschen im Kot detektiert werden.
Die genaue Funktion des Bakteriums ist derzeit jedoch nicht geklért (CUIV et al.,
2011). Eine Studie an Ratten konnte eine Korrelation zwischen Turicibacter spp.
im Kot und Butyrat feststellen, weshalb vermutet wird, dass Turicibacter spp.
ebenfalls eine Rolle im SCFA-Metabolismus spielen (ZHONG et al., 2015).
Weiterhin wurde in einem Maiuseversuch gezeigt, dass Turicibacter spp. im
Steroid- und Fettmetabolismus mitzuwirken scheinen (HOFFMAN und
MARGOLIS, 2019). Blautia spp. reprisentieren bei gesunden Hunden 8,9 — 25,2 %
(median 14,0 %) der intestinalen Bakterien und koénnen auch bei gesunden
Menschen in hoher Menge im Kot nachgewiesen werden (GUARD et al., 2015;
TOUYAMA et al., 2015). Sie spielen eine Rolle im Glukose-Metabolismus und
konnen Metaboliten wie Acetat, Ethanol, Lactat und Succinat bilden (LIU et al.,
2008). In humanmedizinischen Studien konnte gezeigt werden, dass eine reduzierte
Menge an Blautia spp. im Kot z. B. einen negativ prognostischen Faktor bei
Brustkrebs im frilhen Stadium darstellt und mit erhohtem Risiko von
Abstofungsreaktionen nach Blut- und Knochenmarkstransplantationen einhergeht
(JENQ et al., 2015; LUU et al., 2017). Blautia spp. sind zudem in der Lage,
Metaboliten mit antimikrobieller Aktivitét, sogenannte Lantibiotika, zu bilden, die
in vitro eine hemmende Wirkung auf C. perfringens und C. difficile zeigten
(HATZIIOANOU et al., 2017). In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden,
dass Blautia spp. und Turicibacter spp. sowohl in der Probiotika-Gruppe als auch
in der Placebo-Gruppe im Verlauf der Studie signifikant anstiegen, wobei in der

Probiotika-Gruppe ein schnellerer Anstieg verzeichnet werden konnte als in der
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Placebo-Gruppe. Der Anstieg kann somit als Normalisierung dieser bakteriellen
Spezies interpretiert werden. Die beschleunigte Normalisierung scheint mit der
probiotischen Therapie assoziiert zu sein. In einer humanmedizinischen Studie zu
probiotischer Therapie wéhrend der Schwangerschaft konnte ein gegenteiliger
Effekt auf Turicibacter spp. beobachtet werden, da bei Frauen, die ein Probiotikum
erhielten, die fakale Menge an Turicibacter spp. wihrend der Therapie signifikant
gegeniiber der Kontrollgruppe sank (CHEN et al., 2019). Hinsichtlich Blautia spp.
konnte in einer In-vitro-Studie, bei der der Einfluss einer autologen
Kottransplantation versus mehrstimmige Probiotika-Therapie auf fikale murine
Mikrobiota nach Antibiotika-Therapie untersucht wurde, ein dhnlicher Effekt wie
in der vorliegenden Studie beobachtet werden. Hier kam es in der Probiotika-
Gruppe zu einem signifikanten Anstieg der Blautia spp., der in der Gruppe der

autologen Kottransplantation nicht festgestellt werden konnte (SUEZ et al., 2018).

C. hiranonis ist ein Bakterium, das eine Rolle im GS-Metabolismus spielt, indem
es mittels 7-alpha-Dehydroxylierung die Umsetzung von primédren zu sekundiren
Gallensduren im Kolon bewerkstelligt (KITAHARA et al., 2001). In vorherigen
Studien konnte bei Hunden eine signifikante Korrelation zwischen der Menge an
C. hiranonis und sekundirer GS im Kot festgestellt werden (GIARETTA et al.,
2018). Hunde mit chronischer Enteropathie wiesen, verglichen mit gesunden
Hunden, signifikant niedrigere Mengen an C. hiranonis im Kot auf und, konsistent
dazu, auch signifikant niedrigere Mengen an fakalen sekunddren GS (GIARETTA
et al., 2018; GUARD et al., 2019). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass es bei
Hunden mit chronischer Enteropathie unter Therapie mit Glukokortikoiden zu
einem Anstieg von C. hiranonis sowie sekundirer GS kommt (GUARD et al.,
2019). Da ein normaler GS-Metabolismus eine gro3e Rolle fiir die Gesundheit des
Wirtes spielt, erscheint eine Normalisierung des GS-umwandelnden Bakteriums
C. hiranonis sinnvoll. Hinsichtlich der fiakalen Menge von C. hiranonis konnte in
der vorliegenden Studie gezeigt werden, dass es bei allen Studienteilnehmern im
Verlauf der Studie zu einem signifikanten Anstieg des Bakteriums kam. In der
Probiotika-Gruppe kam es wiederum zu einem schnelleren Anstieg als in der
Placebo-Gruppe, weshalb ein positiver Einfluss des verwendeten Probiotikums auf
C. hiranonis moglich ist. Der Einfluss von Probiotika auf C. hiranonis wurde bisher
wenig untersucht. In einem In-vitro-Versuch konnte gezeigt werden, dass ein

einstimmiges Probiotikum mit B. pseudocatenulatum G4 einen inhibitorischen



IV. Diskussion 62

Effekt auf C. hiranonis zeigte, wobei vermutet wurde, dass dieser Effekt durch die
Senkung des pH-Wertes durch die Produktion von Milch- und Essigsdure durch
B. pseudocatenulatum G4 verursacht wurde (RASTI et al., 2013).

MARKEL und Mitarbeiter (2012) zeigten, dass Streptococcus spp. im Kot im
Vergleich zu gesunden Hunden in signifikant niedrigerer Menge bei Hunden mit
akutem hd@morrhagischem Durchfall und in signifikant hoherer Menge bei Hunden
mit chronischer Enteropathie nachgewiesen werden konnen. In der vorliegenden
Studie zeigte sich in der Probiotika-Gruppe ein signifikanter Anstieg der
Streptococcus spp. im Kot im Verlauf der Studie, wéihrend es in der Placebo-
Gruppe zu keinem signifikanten Anstieg kam. Eine mdgliche Erklirung fiir diese
Entwicklung ist der im verwendeten Probiotikum enthaltene bakterielle Stamm
S. thermophilus DSM 24731. Ahnliche Ergebnisse konnten bereits in vorherigen
Studien gezeigt werden, bei denen es z. B. in einem MaAiuseversuch nach
probiotischer Therapie zu einem signifikanten Anstieg der Streptococcus spp. kam
(SUEZ et al., 2018). Die erhohten Mengen im Kot konnen als Passage des

Bakteriums durch den Gastrointestinaltrakt interpretiert werden.

MARKEL und Mitarbeiter (2012) konnten mittels gPCR zudem zeigen, dass Hunde
mit AHDS sowie Hunde mit chronischer Enteropathie signifikant hohere fakale
Mengen an E. coli verglichen mit gesunden Hunden aufweisen. In anderen Studien
konnte wiederum keine erhdhte Menge an E. coli bei Hunden mit AHDS festgestellt
werden (SUCHODOLSKI et al., 2012b; GUARD et al., 2015). E. coli stellt einen
Kommensalen des Gastrointestinaltraktes dar und konnte somit auch bei jedem
Studienteilnehmer in der vorliegenden Studie detektiert werden (MARKS et al.,
2011). Eine Uberwucherung von E. coli scheint in der vorliegenden
Studienpopulation keine Rolle im Krankheitsprozess zu spielen, da die fékale
Menge an E. coli iiber den Verlauf der Studie nahezu gleich blieb.
Fusobacterium spp. stellen bei gesunden Hunden einen festen Bestandteil im
intestinalen Mikrobiom dar, wéhrend bei Menschen hohere Mengen an
Fusobacterium spp. mit IBD und Dickdarmkrebs assoziiert waren (VAZQUEZ-
BAEZA et al., 2016). Bei Hunden konnte gezeigt werden, dass die fdkalen Mengen
an Fusobacteria bei Hunden mit IBD signifikant niedriger sind, wéihrend sie bei
Hunden mit akutem hémorrhagischem Durchfall hoher sind als bei gesunden
Hunden, jedoch ohne statistische Signifikanz (SUCHODOLSKI et al., 2012b). Die

fakale Menge an Fusobacterium spp. blieb iiber den Verlauf der vorliegenden
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Studie nahezu gleich. Hinsichtlich der fdkalen Mengen von E. coli und
Fusobacterium spp. konnte zwischen den Studiengruppen kein Unterschied
festgestellt werden, weshalb ein FEinfluss des Probiotikums auf E. coli und

Fusobacterium spp. in der vorliegenden Studie unwahrscheinlich erscheint.

Die Pathogenese des AHDS ist derzeit nicht vollstindig geklart. Es wird vermutet,
dass C. perfringens sowie toxinbildende C. perfringens eine Rolle im
Krankheitsprozess des AHDS spielen. C. perfringens ist ein Kommensale des
Gastrointestinaltraktes und kann somit bei gesunden Hunden und Hunden mit
gastrointestinaler Erkrankung im Kot nachgewiesen werden (WEESE et al., 2001,
MARKS et al., 2002; MINAMOTO et al., 2014b). In Ubereinstimmung dazu
konnte in der vorliegenden Studie ebenfalls im Kot jedes Studienteilnehmers
C. perfringens mittels qPCR detektiert werden. Im Vergleich zu gesunden Hunden
kann C. perfringens jedoch bei Hunden mit AHDS im Kot in einer signifikant
hoheren Menge gefunden werden (MARKEL, 2012; SUCHODOLSKI et al.,
2012b; MINAMOTO et al., 2014b; BUSCH et al., 2015). Eine niedrigere Menge
an fakalen C. perfringens liegt somit im gesunden Zustand vor, weshalb eine
Minderung der Menge an C. perfringens sinnvoll erscheint. Als Ursache fiir die
Uberwucherung von C. perfringens wird unter anderem eine primir vorliegende
intestinale Dysbiose, die zu Verdnderungen der protektiven Mikrobiota fiihrt,
diskutiert (WEESE et al., 2001). Da in der vorliegenden Studie keine gesunden
Tiere als Kontrollgruppe teilnahmen, lassen die Ergebnisse beziiglich der fikalen
Mengen an C. perfringens nur eine Interpretation des Verlaufs innerhalb der
Studiengruppen zu. Es konnte festgestellt werden, dass es in der Probiotika-Gruppe
im Verlauf der Studie zu einer signifikanten Reduktion der Menge fakaler
C. perfringens kam. In der Placebo-Gruppe wiederum kam es zunéchst zu einer
Reduktion und dann zu einem erneuten Anstieg der fikalen C. perfringens, wobei
in der statistischen Auswertung an keinem Studientag ein signifikanter Unterschied
zu Studientag 0 verzeichnet werden konnte. Im Rahmen vorheriger Studien konnten
ebenfalls cpe im Kot gesunder Hunde nachgewiesen werden, jedoch weniger hiufig
und in signifikant geringeren Mengen als bei Hunden mit AHDS (MINAMOTO et
al., 2014b; BUSCH et al., 2015). Warum es bei AHDS zu einer Uberwucherung der
cpe kommt, ist derzeit nicht geklart. In einer Studie von MINAMOTO und
Mitarbeitern (2014b) wurde untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen

intestinaler Dysbiose und dem Vorhandensein fakaler cpe oder CPE bei Hunden
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mit AHDS besteht. Hierbei konnte kein Unterschied hinsichtlich der mittels gPCR
gemessenen gesamten Bakterienmenge sowie spezifischer Bakterien (Fusobacteria,
Ruminococcaceae, Bifidobacterium spp., Blautia spp., Faecalibacterium spp.,
Lactobacillus spp., E. coli) festgestellt werden, woraus geschlossen wurde, dass die
Anwesenheit des cpe oder CPE unabhdngig von einer zugrundeliegenden
intestinalen Dysbiose ist. Bei Hunden mit AHDS wurde eine Pravalenz von 48 — 65
% fiir cpe in der Literatur beschrieben (MINAMOTO et al., 2014b; BUSCH et al.,
2015). In der vorliegenden Studie waren an Tag 0 17/23 (74 %) Hunde positiv fiir
cpe und somit mehr Hunde positiv als bisher beschrieben wurde. Im Verlauf konnte
zunichst von Tag 0 zu Tag 7 in beiden Studiengruppen eine signifikante Reduktion
der cpe beobachtet werden, wobei es danach in der Probiotika-Gruppe zu einer
weiteren signifikanten Reduktion kam, wéahrend die Menge von cpe in der Placebo-
Gruppe wieder anstieg. Weiterhin konnten cpe am 21. Studientag signifikant
hiufiger bei Hunden der Placebo-Gruppe nachgewiesen werden als bei Hunden der
Probiotika-Gruppe. Ein Einfluss des Probiotikums auf C. perfringens und cpe
scheint in der vorliegenden Studie somit moglich. Ahnliche Beobachtungen
konnten bereits in vorherigen Studien verzeichnet werden. So konnte in /n-vitro-
Studien gezeigt werden, dass verschiedene Lactobacillus spp. in der Lage sind, das
Wachstum von C. perfringens zu hemmen sowie die alpha-Toxin- und beta2-Toxin-
Produktion zu mindern (ALLAART et al.,, 2011; GUO et al., 2017). Als
zugrundeliegender Mechanismus wurde in diesen Studien die Absenkung des pH-
Wertes durch die Sdureproduktion der Lactobacillus spp. diskutiert. In vivo konnte
bei Méusen, Hithnern und Schweinen gezeigt werden, dass die Behandlung mit
verschiedenen probiotischen Stimmen mit einer Wachstumshemmung von
C. perfringens assoziiert war (DUCLUZEAU et al., 1976; FUKATA et al., 1991;
SIGGERS et al.,, 2008). Auch bei gesunden Hunden, die mit Bacillus
amyloliquefaciens CECT 5940 und E. faecium CECT 4515 behandelt wurden,
konnte im Kot eine signifikant niedrigere Menge an C. perfringens mittels
bakterieller Kultur, verglichen mit nicht behandelten Hunden, gemessen werden
(GONZALEZ-ORTIZ et al., 2013). BIAGI und Mitarbeiter (2007) konnten zwar
in vitro ein gehemmtes Wachstum von C. perfringens in mit L. animalis LA4
inkubiertem Kot beobachten, diesen Effekt jedoch in vivo bei gesunden Hunden,
die mit dem gleichen Lactobacillus-Stamm behandelt wurden, nicht reproduzieren.
In einer weiteren Studie an Hunden mit akutem unkompliziertem Durchfall, die mit

verschiedenen Lactobacillus spp. behandelt wurden, konnte eine geminderte
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Menge Alphatoxin-produzierender C. perfringens im Kot mittels qPCR festgestellt
werden (GOMEZ-GALLEGO et al., 2016). Denkbar wire, dass in der vorliegenden
Studie ebenfalls eine Absenkung des pH-Wertes durch die im Probiotikum
enthaltenen vier Laktobazillen-Stimme zur Minderung von C. perfringens und cpe

beigetragen hat.

Zusammenfassend konnte also beziiglich der Entwicklung der fakalen Mengen von
Faecalibacterium spp., Turicibacter spp., Blautia spp., C. hiranonis spp. sowie
C. perfringens und enterotoxinbildenden C. perfringens ein positiver Einfluss unter
Verwendung des mehrstimmigen Probiotikums beobachtet werden. Eine schnelle
Normalisierung der intestinalen Mikrobiota sollte aufgrund der lokalen und
systemischen Folgen sowie den in humanmedizinischen Studien beobachteten
moglichen Langzeitfolgen durch Abweichungen der intestinalen Mikrobiota
angestrebt werden. Deshalb erscheint eine Therapie mit dem verwendeten
probiotischen Prédparat bei Patienten mit AHDS sinnvoll. Es ist zu betonen, dass
zugrundeliegende Wirkmechanismen des Probiotikums in der vorliegenden Studie
nicht untersucht wurden. Mechanismen, die in vorherigen Studien als Erkldrung fiir
dhnliche Effekte auf die intestinale Mikrobiota interpretiert wurden, sind zwar auch
in der vorliegenden Studie moglich, konnen aber nicht direkt tibertragen werden.
Ursdchlich dafiir ist, dass jeder probiotische Bakterienstamm spezifische
Wirkungsweisen hat und sogar verschiedene Bakterienstimme derselben
Bakterienart unterschiedliche Wirkungen haben konnen (HART et al., 2004;
THOMAS und VERSALOVIC, 2010; SCHMITZ und SUCHODOLSKI, 2016).
Bei Patienten mit AHDS liegt neben der intestinalen Dysbiose zudem eine
Entziindung und Nekrose des Darms vor, weshalb diese Patienten eine
herabgesetzte Darmbarriere aufweisen (UNTERER et al., 2014). Da das
verwendete probiotische Prédparat in vorherigen Studien positive Effekte auf die
Darmbarriere sowie immunologische Reaktionen zeigte, erscheint der Einsatz des
verwendeten Probiotikums ebenfalls zweckméBig (ROSSI, 2014; WHITE et al.,
2017; ROSSI et al., 2018). In wie fern das verwendete probiotische Préparat sich
moglicherweise positiv auf eine intestinale Entziindung und Nekrose bei Hunden
mit AHDS auswirken kann, wurde jedoch in der vorliegenden Studie nicht
untersucht. In zukiinftigen Studien sollte untersucht werden, ob sich auch bei
Hunden mit AHDS durch probiotische Therapie &hnlich positive Effekte auf die

Darmbarriere und immunologische Reaktionen, wie sie in vorherigen Studien
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gezeigt werden konnten, reproduziert lassen.

Die kiirzlich beschriebenen netF, die aus dem Kot eines Hundes, der an den Folgen
einer akuten hamorrhagischen Diarrhoe verstarb, isoliert werden konnten, scheinen
zudem eine Rolle in der Pathogenese des AHDS zu spielen (MEHDIZADEH
GOHARI et al., 2015). Verschiedene Studien konnten zeigen, dass netF signifikant
hiufiger bei Hunden mit AHDS detektiert werden konnte, verglichen mit gesunden
Hunden und auch Hunden mit anderen gastrointestinalen Erkrankungen
(MEHDIZADEH GOHARI et al.,, 2015; LEIPIG-RUDOLPH et al., 2018;
SARWAR et al., 2018; SINDERN et al., 2019). Bei Hunden mit AHDS lag in
diesen Studien die Privalenz netF-positiver Hunde bei 45 — 100 %, wihrend bei
0 — 12 % der gesunden Hunde netF nachgewiesen werden konnte. In der
vorliegenden Studie konnten am Studientag 0 bei 57 % der Hunde netF’ im Kot
gefunden werden, womit dieses Ergebnis konsistent zu vorherigen Studien ist.
Aufgrund der hohen Préivalenz der Toxin-Gene bei Hunden mit AHDS und der
niedrigeren Pridvalenz bei sowohl gesunden Tieren als auch Tieren mit anderen
gastrointestinalen Erkrankungen, scheinen netF eine Rolle in der Pathogenese des
AHDS zu spielen. Dennoch konnen diese Toxin-Gene selten auch bei gesunden
Tieren detektiert werden. Weiterhin weist nicht jeder Hund, der an AHDS erkrankt,
diese Toxin-Gene im Kot auf. Daher konnen NetF-Toxin-bildende C. perfringens
alleine nicht als auslésende Faktoren in der Pathogenese des AHDS angesehen
werden. Auch in der Gefliigelmedizin konnte eine Assoziation zwischen dem
Vorliegen des sogenannten NetB-Toxin-Gens und der Nekrotischen Enteritis der
Masthiihner festgestellt werden (KEYBURN et al., 2008). Eine alleinige Infektion
mit einem NetB-Toxin-produzierenden C.-perfringens-Stamm fiihrt jedoch nicht
zwangsldufig zum Ausbruch der Erkrankung (YANG et al, 2019). Als
pradisponierende Faktoren fiir die Entstehung der Nekrotischen Enteritis konnte vor
allem eine Co-Infektion mit Eimeria identifiziert werden. Weiterhin zeigen Tiere
mit Eimeria-Co-Infektion einen schwereren Krankheitsverlauf als Tiere ohne
Eimeria-Co-Infektion (RODGERS et al., 2015; YANG et al., 2019). Zudem kann
eine zusitzliche proteinreiche Fiitterung durch Fischmehl zu einer weiteren
Erhohung des Risikos der Entstehung der Nekrotischen Enteritis beitragen
(RODGERS et al., 2015). Als moglicher zugrundeliegender Mechanismus wurde
diskutiert, dass vor allem eine Eimeria-Infektion zu einer signifikanten intestinalen

Dysbiose fiihrt, die dann wiederum zur Induktion der Erkrankung beitragt (WU et
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al., 2010; STANLEY et al., 2014). In der vorliegenden Studie wurden intestinale
Parasiten mittels Kotflotation und Giardien-Antigen-ELISA ausgeschlossen,
weshalb eine Co-Infektion mit Endoparasiten als priddisponierender Faktor
unwahrscheinlich erscheint. Es wurde bisher nicht untersucht, ob Hunde, die AHDS
entwickeln, bereits vor Ausbruch der Erkrankung eine zugrundeliegende Dysbiose
aufweisen, die zur Entstehung der Erkrankung beitragen konnte. Ebenso ist nicht
bekannt, ob es einen Zusammenhang zwischen einer Dysbiose und dem Vorliegen
von netF bei Hunden gibt. Zudem konnten bisher, nach dem besten Wissen der
Autorin, auch keine moglichen Co-Faktoren, die zur Entstehung des AHDS
beitragen, gefunden werden. In der vorliegenden Studie wurde zudem erstmalig der
zeitliche Verlauf der netF bei Hunden mit AHDS beschrieben. Hierbei kam es in
beiden Gruppen zu einer signifikanten Reduktion der Toxin-Gene, wobei am 21.
Studientag lediglich bei einem Hund der Placebo-Gruppe netF festgestellt werden
konnten. Signifikante Unterschiede konnten zwischen den Gruppen nicht
festgestellt werden. Aus den Ergebnissen kann geschlossen werden, dass das
Probiotikum entweder keinen Einfluss auf netF nimmt oder, dass ein Einfluss in
der vorliegenden Studie nicht detektiert werden konnte. Ein moglicher Grund
warum ein Einfluss verpasst worden sein konnte, ist, dass die NetF-Toxin-Gene
einen rapiden Abfall zwischen Studientag 0 und 7 zeigten und somit innerhalb
dieses Zeitraums Unterschiede zwischen den Studiengruppen moglicherweise nicht
festgestellt werden konnten. Weiterhin scheint das Vorhandensein der netF
selbstlimitierend zu sein, da keiner der Studienteilnehmer eine antibiotische
Therapie erhielt und es dennoch zu der rapiden Abnahme der Clostridien, die fiir
NetF-Toxin kodieren, kam. Beziiglich der Methodik der vorliegenden Studie sollte
betont werden, dass die C.-perfringens-Stimme, die fiir Enterotoxin und NetF-
Toxin kodieren, gemessen wurden und nicht die Toxine an sich. Ob es nun unter
Anwesenheit von cpe oder netF in der vorliegenden Studienpopulation zu einer

Expression der Toxine kam, kann somit letztendlich nicht gekléart werden.

Ob das Vorliegen Toxin-bildender C. perfringens einen Einfluss auf die klinische
Symptomatik bei Hunden mit AHDS hat, wurde in der vorliegenden Studie nicht
untersucht. Dass cpe jedoch keinen Einfluss auf die klinische Symptomatik des
AHDS zu haben scheinen, wurde bereits in vorherigen Studien beschrieben, die
keinen Unterschied hinsichtlich des klinischen Verlaufs zwischen Hunden, bei

denen cpe nachgewiesen bzw. nicht nachgewiesen werden konnten, feststellen
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konnten (MINAMOTO et al., 2014b; BUSCH et al., 2015). In einer weiteren Studie
hatte auch das Vorliegen der netF’ bei Hunden mit AHDS keinen Einfluss auf den
klinischen Verlauf (SINDERN et al., 2019). In der vorliegenden Studie zeigten
beide Gruppen eine signifikante Reduktion der cpe von Studientag 0 zu 7. Auch die
netF sanken in beiden Gruppen gleichermaf3en rapide von Tag 0 zu Tag 7. Der
Verlauf beider Toxin-Gene zeigte somit einen dhnlichen Verlauf wie der
Krankheitsaktivitidtsindex. Ein Unterschied hinsichtlich klinischer Symptomatik
zwischen netF-/cpe-positiven und -negativen Hunden wurde in der vorliegenden

Studie jedoch nicht untersucht.

Die Aussagefdhigkeit der Ergebnisse der vorliegenden Studie erfdhrt ihre
Begrenzung in der kleinen Studienpopulation. Im Rahmen dieser Studie wurde
keine 16S-rRNA-Sequenzierung durchgefiihrt, die eventuell einen umfassenderen
Einblick in das komplexe fikale Mikrobiom gewdhrleistet hitte, als die in der
Studie angewendete qPCR. In zukiinftigen Studien sollte evaluiert werden, ob der
in der vorliegenden Studie verwendete DI sich eignet, um eine Dysbiose bei
Patienten mit AHDS festzustellen. Dennoch konnte einerseits mit Hilfe der
angewendeten qPCR eine Quantifizierung der sieben gemessenen fédkalen
Bakteriengruppen  durchgefiihrt werden, andererseits wurde so eine
Verlaufskontrolle der Werte ermoglicht. Der Zeitabstand von einer Woche
zwischen der initialen Analyse des Mikrobioms und der ersten Verlaufskontrolle
stellt ein weitere Limitation dar. Da Patienten mit AHDS eine schnelle Besserung
innerhalb der ersten Tage zeigen, ist es denkbar, dass wichtige Entwicklungen der
fakalen Mikrobiota in diesem Zeitraum und somit mdgliche Effekte des
Probiotikums darauf verpasst wurden. Insbesondere im Verlauf der netF kam es zu
einer rapiden Reduktion zwischen Studientag 0 und 7, weshalb ein Einblick in
diesen Zeitraum wiinschenswert gewesen wire. GroBer angelegte Studien mit
engmaschigerer Kontrolle der fakalen Mikrobiota kdnnten in Zukunft detailliertere
Einblicke in mdgliche Mechanismen in der Pathogenese des AHDS sowie in

mogliche Effekte eines Probiotikums bieten.
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V.ZUSAMMENFASSUNG

Ziel dieser randomisierten, geblindeten, placebokontrollierten Studie war es, den
Einfluss eines mehrstimmigen Probiotikums auf den klinischen Verlauf, das fakale
Mikrobiom sowie die fakale Menge an C. perfringens und Toxin-bildenden
C. perfringens mit Hilfe einer qPCR bei Hunden mit AHDS zu untersuchen. Zu
diesem Zweck wurde der klinische Verlauf iiber acht Tage mittels eines
Krankheitsaktivitdtsindexes ermittelt, und es wurden drei Kotproben an Studientag

0, 7und 21 zu Analysezwecken gesammelt.

In beiden Gruppen kam es innerhalb weniger Tage ohne antibiotische Therapie zu
einer deutlichen Besserung klinischer Symptome, wobei es in der Probiotika-
Gruppe gegeniiber Tag 0 bereits am dritten Studientag zu einer signifikanten
Verbesserung kam, wihrend die Tiere der Placebo-Gruppe am vierten Studientag
eine signifikante Verbesserung zeigten. Hunde, die mit dem Probiotikum behandelt
wurden, zeigten im Vergleich zu Hunden, die das Placebo erhielten, einen
signifikanten Anstieg der fikalen Blautia spp., Faecalibacterium spp.,
C. hiranonis spp. und Turicibacter spp. sowie eine signifikant niedrigere fikale
Menge an C. perfringens von Studientag 0 auf Studientag 7. Weiterhin konnte in
der Probiotika-Gruppe im Vergleich zur Placebo-Gruppe eine signifikant niedrigere
Menge an Enterotoxin-bildenden C. perfringens an Studientag 21 beobachtet
werden. Zu Beginn der Studie konnten bei 57 % der Studienteilnehmer NetF-Toxin-
bildende C. perfringens nachgewiesen werden. In beiden Gruppen kam es zu einer
rapiden Abnahme der fiakalen NetF-Toxin-Gene, ohne signifikanten Unterschied

zwischen den Gruppen.

Die Ergebnisse dieser Studie sprechen dafiir, dass es bei Hunden mit AHDS unter
Behandlung mit dem angewendeten Probiotikum zu einer beschleunigten
Normalisierung der als gutartig geltenden Mikrobiota kommt. Weiterhin scheint es
eine beschleunigte Abnahme an C. perfringens und Enterotoxin-bildenden
C. perfringens, die eine Rolle in der Pathogenese des AHDS spielen, zu
unterstiitzen. Unabhéngig von der probiotischen Therapie zeigen Hunde mit AHDS
zeitgleich zur klinischen Besserung eine rapide Abnahme der NetF-Toxin-

bildenden C. perfringens.
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The aim of this randomized, blinded, placebo-controlled study was to investigate
the effects of a multi-strain probiotic on the clinical course, the fecal microbiome,
and the fecal abundance of C. perfringens and toxin-producing C. perfringens in
dogs with AHDS. For this purpose, the clinical course was evaluated over eight
days using a disease activity index, and three fecal samples were collected on study

days 0, 7 and 21 for qPCR.

In both groups, a rapid improvement in clinical signs was observed within a few
days without antibiotic therapy. A significant improvement in clinical scores was
seen on study day 3 in the probiotic group and on day 4 in the placebo group
compared to day 0.

Dogs treated with the probiotic showed a significant increase in the abundance of
fecal Blautia spp., Faecalibacterium spp., C. hiranonis spp., and Turicibacter spp.
and a significant decrease in the fecal abundance of C. perfringens from day 0 to
day 7. Furthermore, a significantly lower abundance of enterotoxin-producing
C. perfringens was observed in the probiotic group compared to the placebo group
on study day 21. On day 0, 57 % of the study participants were positive for NetF-
toxin-producing C. perfringens, which showed a rapid decrease in the fecal

abundance in both groups, with no significant difference between groups.

The results of this study suggest that dogs with AHDS show an accelerate
normalization of the microbiota considered as beneficial. Furthermore, the probiotic
seems to support an accelerated decrease in C. perfringens and enterotoxin-
producing C. perfringens, which play a role in the pathogenesis of AHDS. Dogs
with AHDS show a rapid decrease in NetF-toxin-producing C. perfringens
regardless of the probiotic therapy and the decrease seems to parallel the clinical

improvement.
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