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l. EINLEITUNG

Durchfallerkrankungen stellen einen wichtigen Krankheitskomplex in der
tierdrztlichen Praxis dar. So befragten HUBBARD et al. und EDWARDS et al.
Hundehalter nach dem Auftreten von Durchfall in den letzten 2 Wochen. Zwischen
2,2 % und 14,9 % gaben an, dass ihr Hund in diesem Zeitraum mindestens einmal
Durchfall zeigte (EDWARDS et al., 2004; HUBBARD et al., 2007). Meist handelt
es sich beim akuten unkomplizierten Durchfall um eine selbstlimitierende
Erkrankung — der Auslgser ist oft nicht nachvollziehbar. Infektiose bakterielle
Ursachen sind selten fur das Durchfallgeschehen verantwortlich (CAVE et al.,
2002; MARKS und KATHER, 2003; SABSHIN et al., 2012; ANDERSEN et al.,
2018). Das Wohlbefinden der Tiere kann bei dieser akuten, in der Regel

selbstlimitierenden Erkrankung durch symptomatische Therapie verbessert werden.

Fur den chronischen Durchfall des Hundes sind haufig Futtermittelunvertréaglich-
keiten verantwortlich, weswegen oft eine Umstellung auf eine geeignete Diéat zur
klinischen Besserung der Patienten fihrt (ALLENSPACH et al., 2016; KAWANO
et al., 2016; VOLKMANN et al.,, 2017; CERQUETELLA et al., 2020;
T@RNQVIST-JOHNSEN et al., 2020). Uber infektiose bakterielle Ursachen des

chronischen Durchfalls ist nur wenig bekannt.

Die intestinale Mikrobiota stellt ein komplexes Okosystem an diversen, vor allem
anaeroben, Bakterien im Darmlumen dar (SOMMER und BACKHED, 2013). Die
Mikrobiota als Alliierte des Wirtes leistet einen wichtigen Beitrag zum Schutz vor
pathogenen Bakterien (KIM et al., 2017). Zudem kann sie immun-modulatorisch
wirken und stellt metabolische Abbauprodukte bereit, die im Korper genutzt
werden kénnen (APPLEBY und WALTERS, 2014; FJALSTAD et al., 2018). Bei
verschiedenen Erkrankungen wie dem akuten und chronischen Durchfall kann es
zu einer Storung der Mikrobiota und zu einer Dysbiose kommen (SUCHODOLSKI
et al, 2012; HONNEFFER et al, 2014; MINAMOTO et al., 2015;
ALSHAWAQFEH et al., 2017). AuBerdem konnen Medikamente, wie zum
Beispiel Antibiotika, einen nicht unerheblichen Einfluss auf die intestinale
Mikrobiota nehmen (MANCHESTER et al., 2019; WHITTEMORE et al., 2019;
PILLA et al., 2020). Informationen tber den Einfluss von Durchfallerkrankungen

und von Antibiotika auf die intestinalen Bakterien konnen daher helfen,
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Krankheitsprozesse besser zu verstehen und Medikamente gezielter einzusetzen.
Das intestinale Mikrobiom stellt die Gesamtheit des Genoms aller
Mikroorganismen im Darm dar (TURNBAUGH et al., 2007).

Neue molekulargenetische Methoden sind daftir geeignet, die Mikrobiota im Kot
zu evaluieren und somit Informationen tiber dieses komplexe intestinale Okosystem
zu geben. Ein polymerase-chain-reaction(PCR)-basiertes Verfahren ist der
Dysbiose-Index (DI). Dieser Index ist eine numerische GrofRe und wird unter
Zuhilfenahme der Menge an Bakterien sieben verschiedener Gruppen
(Turicibacter, Streptococcus, Escherichia (E.) coli, Blautia, Fusobacterium,
Clostridium (C.) hiranonis und Gesamtbakterienanzahl) kalkuliert. Ein D1 > 2 wird
als Dysbiose, ein Index < 0 als Normobiose definiert. Dazwischen besteht ein
Graubereich (ALSHAWAQFEH et al., 2017; HEILMANN und STEINER, 2018).

Eine traditionellere Methode zur bakteriellen Diagnostik aus Kotproben stellt die
kulturelle Untersuchung dar (BAUER et al., 2001). Dieses Verfahren wird, im
Gegensatz zum DI, in Deutschland seit Jahrzehnten von verschiedenen Laboren
angeboten und breit in der Tiermedizin genutzt. Dabei wird von verschiedenen
kommerziellen Laboren nicht nur an den einsendenden Tierarzt berichtet, ob
sogenannte klassische enteropathogene Bakterien vorhanden sind, sondern auch
eine Interpretation der Darmflora vorgenommen. Dies basiert jedoch allein auf dem

aeroben Wachstum der Bakterien.

Weiterhin kann mit Hilfe von klassischen kulturellen Methoden auch auf
Antibiotikaresistenzen getestet werden. Haufig werden hierbei nur einzelne
koloniebildende Einheiten (KBE) gewahlt und ein Resistenztest durchgefiihrt
(GRONVOLD et al., 2010). Dabei spiegelt das Resistenzmuster dieser einzelnen
KBEs jedoch nicht das Resistenzverhalten der gesamten intestinalen Mikrobiota
wider, und die Translation der gewonnenen Informationen auf die intestinale

Resistenzlage erscheint schwierig.

Antibiotika konnen die Resistenzlage der intestinalen Mikrobiota hochgradig
veradndern und sollten deswegen nur nach korrekter Indikationsstellung gegeben
werden. Sie kdnnen zudem negative Symptome beim Individuum verursachen und
die ansassige Mikrobiota negativ beeinflussen (KUNKLE et al., 1995; WILLARD
etal., 1998; SCHULZ et al., 2011; PILLA und SUCHODOLSKI, 2019). Dennoch

werden Antibiotika beim akuten unkomplizierten Durchfall des Hundes noch in 30
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— 70 % der Félle eingesetzt, obwohl selten eine klare Indikation gegeben ist
(GERMAN et al., 2010; SINGLETON et al., 2019; LUTZ et al., 2020). Haufig
basiert die Verschreibung dieser Medikamentengruppe beim akuten Durchfall auf
anekdotischem Wissen von Tierérzten. Beim chronischen Durchfall werden
Antibiotika ebenfalls 6fter als benétigt eingesetzt (KILPINEN et al., 2011;
KILPINEN et al., 2015). Auch hier sollten sie nur nach klarer Indikationsstellung
verabreicht werden. Negative Effekte auf Wirt und Mikrobiota sollten trotz einer
eventuellen Besserung des Durchfallgeschehens durch Antibiotikagabe bei

chronischen Enteropathien unbedingt mitberlcksichtigt werden.

Ziel der ersten Publikation war es, einen Uberblick tber die vorhandene Literatur
zum Einsatz und zu moglichen Indikationen von Antibiotika bei Hunden mit
verschiedenen Formen akuter Durchfallerkrankungen zu geben. Zudem wurden in
dieser Publikation Informationen tiber Antibiotika zu klinischen Nebenwirkungen,
zum Einfluss auf die intestinale Mikrobiota und zur Entwicklung von Resistenzen
zusammengefasst. Ebenso wurden Hinweise zu Alternativen zur antibiotischen

Therapie bei akuten Durchféllen gegeben.

Ziel der zweiten Publikation war es, die mikrobielle fakale Zusammensetzung bei
Hunden mit chronischem Durchfall im Vergleich zu gesunden Kontrollhunden mit
Hilfe verschiedener diagnostischer Mittel zu evaluieren. Hierbei wurde zum einen
der DI und zum anderen eine bakterielle Kotkultur, welche bei drei verschiedenen
kommerziellen deutschen veterindrmedizinischen Laboren geblindet durchgefiihrt
wurde, herangezogen. Diese verschiedenen mikrobiologischen Diagnostika wurden
abschlieRend untereinander auf Ubereinstimmung untersucht. Diese Arbeit wird im

Folgenden auch als Studie 1 bezeichnet.

Ziel der dritten Publikation war es zu untersuchen, ob Hunde mit akutem
unkompliziertem Durchfall klinisch von einer antibiotischen Therapie im Vergleich
zu einer Placebogruppe profitieren. Amoxicillin-Clavulansaure wurde zu diesem
Zweck fur 7 Tage oral eingegeben. Dieses Antibiotikum wurde in der Studie
gewdhlt, da es eines der am haufigsten verwendeten Antibiotika beim akuten
Durchfall des Hundes handelt. Der Einfluss des akuten Durchfallgeschehens und

der Antibiotikagabe auf die intestinale Mikrobiota wurde evaluiert.

Nicht zuletzt wurde der Verlauf (vor, wahrend und nach der Antibiotika- oder
Placebo-Therapie) des Anteils der amoxicillinresistenten fékalen E. coli an der
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Gesamtheit der isolierbaren fakalen E. coli mit Hilfe von klassischer Mikrobiologie

untersucht. Diese Arbeit wird als Studie 2 bezeichnet.
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Zusammenfassung

Antibiotika werden bei Hunden mit Magen-Darm-Problemen wie akutem
Durchfall (AD) in Deutschland haufig eingesetzt. In Einklang mit den
weltweiten Bemuihungen, den Antibiotikaeinsatz einzuschranken, soll diese
Literaturiibersicht einen Uberblick Uber den rationalen und sinnvollen
Einsatz von Antibiotika beim AD liefern. Antibiotika kdénnen zu
gastrointestinalen Nebenwirkungen, negativen Auswirkungen auf die
intestinale Mikrobiota und zur Entstehung von Resistenzen fuhren. Es gibt
auch Hinweise darauf, dass chronische immunologische Erkrankungen
durch die Verabreichung von Antibiotika ausgeltst werden kénnen. Daher
sollten sie bei unkompliziertem AD ohne Anzeichen einer Sepsis oder einer
systemischen Entziindungsreaktion nicht verabreicht werden. Darlber
hinaus spielen enteropathogene Bakterien bei der Atiologie akuter
Durchfalle beim Hund kaum eine Rolle. Bei bestimmten Krankheitsbildern,
wie dem akuten hamorrhagischen Durchfallsyndrom, wird eine
Antibiotikatherapie nur dann empfohlen, wenn Hinweise auf eine bakterielle
Translokation mit nachfolgender Sepsis vorliegen. Dagegen ist die Gabe
von Antibiotika bei der Parvovirose aufgrund der immunologischen
Inkompetenz des Hundes, die durch die hochgradige Neutropenie

verursacht wird, unumganglich.

Abstract

Antibiotics are frequently used in Germany in dogs with gastrointestinal
disorders such as acute diarrhea. In line with global efforts to limit antibiotic
use, this literature review aims to provide a guideline for the rational and
judicious use of antibiotics in acute canine diarrhea. Antibiotics can lead to
gastrointestinal side effects, negative effects on the intestinal microbiota
and increased occurrence of resistant bacteria. There is also evidence that
chronic immunological diseases can be triggered by the administration of
antibiotics. Therefore, they should not be given in acute uncomplicated
diarrhea without signs of sepsis or systemic inflammatory reaction. In
addition, enteropathogenic bacteria usually do not play a role in the etiology
of acute diarrhea. For certain clinical pictures such as acute hemorrhagic

diarrhea syndrome, antibiotic therapy should only be recommended if there
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are indications of bacterial translocation with subsequent sepsis. In the case
of parvovirosis, on the other hand, the administration of antibiotics is
unavoidable due to the immunological incompetence of the dog caused by

the severe neutropenia.

Einleitung

Antibiotika spielen seit ihrer Einfihrung in den 1940er Jahren eine zentrale
Rolle in der Human- und Veterindrmedizin. Die in der Veterinarmedizin am
haufigsten verwendeten Antibiotika sind Amoxicillin-Clavulansaure und
Metronidazol. Gastrointestinale Erkrankungen stellen einen der haufigsten
Grinde fir den Einsatz von Antibiotika dar (1-4). In den letzten Jahrzehnten
hat die Entwicklung multiresistenter Keime und schwer behandelbarer
bakterieller Infektionen zugenommen. Dies hat das moderne Medizinwesen
dazu veranlasst, auf eine Einschrankung des Einsatzes von Antibiotika zu
dréangen (5-7). In verschiedenen Landern gibt es inzwischen Bestrebungen,
Leitlinien fir den Einsatz von Antibiotika in der Veterinarmedizin zu erstellen
(8-10). Dariuiber hinaus bestehen in einigen Landern Einschrankungen
durch den Gesetzgeber. Antibiotika werden in Deutschland jedoch nach wie
vor ohne klare Indikation bei Hunden mit akutem und chronischem Durchfall
angewendet. Beziglich des akuten Durchfalls (AD) haben Erhebungen
gezeigt, dass in verschiedenen Landern in 30-71% der Falle Antibiotika
zum Einsatz kamen, obwohl es oft keine oder nur eine unzureichende
Indikation und keine eindeutige mikrobiologische Diagnose gab (11-14).
Abb. 1 veranschaulicht die Resultate einer Umfrage unter Tierarzten:
Anders als in Schweden, wo der Antibiotikaeinsatz in der Tiermedizin seit
einigen Jahren gesetzlich stark reglementiert ist, werden in Deutschland
und Osterreich Antibiotika immer noch haufig bei Hunden mit AD eingesetzt.

Ziel dieser Literaturtbersicht ist zu zeigen, wie Antibiotika auf den
Organismus und die koharente Mikrobiota wirken. Dariber hinaus werden
die Indikationen fur die Gabe von Antibiotika bei AD beschrieben und
aufgezeigt, wann sich durch deren Anwendung kein zusatzlicher Nutzen

ergibt.
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Abb. 1 Umfrage unter Tier&rzten zu den personlichen Indikationen fir eine
antibiotische Therapie bei Hunden mit akutem Durchfall. Daten zur
Verfligung gestellt durch die AniCura. Quelle: © M. Werner.

Fig. 1 Survey among veterinarians regarding the personal indication for
antibiotic therapy in dogs with acute diarrhea. Data provided by AniCura.
Source: © M. Werner.

Einfluss von Antibiotika auf den Gastrointestinaltrakt
Gastrointestinale Nebenwirkungen

Prinzipiell kbnnen Antibiotika gastrointestinale Symptome verschlimmern
oder verursachen (15, 16). Dieser Effekt hangt von der verwendeten
Substanz und vom Alter des Tieres ab (17). Darliber hinaus scheinen die
Verabreichungsform des Antibiotikums sowie individuelle Unterschiede
relevant zu sein (17). Antibiotika-assoziierte gastrointestinale Symptome
wurden bei Menschen, Katzen und Hunden beschrieben (16-25). Bei
Hunden sind Informationen tber die Anwendung von Metronidazol bei
gesunden Tieren bekannt. In einer Studie kam es bei 56% der gesunden
Hunde unter der Gabe von Metronidazol Durchfall. Dieser trat 2—3 Tage
nach Beginn der Verabreichung auf und verbesserte sich 2—-3 Tage nach
Absetzen des Antiinfektivums (25). In einer anderen Studie entwickelten

41% der gesunden Hunde wahrend der kombinierten Behandlung mit
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Metronidazol und Enrofloxacin Hyporexie, 77% Erbrechen und 100%
Durchfall (20). Unter Doxycyclin wurden in einer retrospektiven Studie mit
fast 400 Hunden, die unterschiedliche infektiose Erkrankungen hatten,
weniger Nebenwirkungen festgestellt: Erbrechen bei 18,3% und Durchfall
bei 7% der Hunde (24).

Studien an gesunden Versuchskatzen untersuchten die gastrointestinalen
Nebenwirkungen von Clindamycin und Amoxicillin-Clavulansaure (19, 21).
Die Anwendung von Clindamycin fihrte bei 37,5-50% der Tiere zu
Hyporexie und bei 87,5% zu Erbrechen. Alle Katzen hatten wéhrend der
Anwendung mindestens einmal Durchfall (21). Unter Amoxicillin-
Clavulansaure zeigten 53,8% der Katzen Erbrechen und eine veranderte
Kotkonsistenz (19).

Bei einer akuten Gastroenteritis scheinen Antibiotika die Symptome nicht
zu verschlimmern (26-28), doch koénnen sie eine langerfristige
Verschiebung der intestinalen Mikrobiota zur Folge haben (25, 29-31). In
einer Studie verschlechterte Amoxicillin-Clavulanséure bei Hunden mit AD
im Vergleich zu einem Placebo weder die klinischen Symptome noch die
Kotkonsistenz (26). Ahnliche Ergebnisse sind in 2 Arbeiten zur Anwendung
von Metronidazol bei AD dokumentiert (27, 28).

Humanmedizinischen Studien zufolge fihrte eine Antibiotikagabe in 14—
33,9% der Falle zu Durchfall (17). Dies trat haufiger bei hospitalisierten
Patienten auf und die Inzidenz unterschied sich nicht zwischen Kindern und
Erwachsenen (32, 33). Patienten mit zusatzlichen Erkrankungen,
immunsupprimierte Menschen und Menschen im fortgeschrittenen Alter
neigten zu einem Antibiotika-assoziierten Durchfallgeschehen (17, 34). In
der Humanmedizin fanden sich die Nebenwirkungen im Gegensatz zu den
verfugbaren Studien an Hunden und Katzen haufiger bei Penizillinen,
Cephalosporinen  sowie Clindamycin und weniger haufig bei
Fluorchinolonen und Makrolidantibiotika (18, 35-37). Der Durchfall trat
wéahrend der Antibiotikatherapie und noch bis zu 8 Monate nach der
Behandlung auf und dauerte in manchen Fallen mehrere Monate an (32,
33, 37-41). Beim Menschen entwickelt sich eine Antibiotika-getriggerte
Diarrh6 hauptsachlich im Zusammenhang mit Clostrioides difficile-
Infektionen (18, 32, 34, 35, 40-44). Diese mit einer schweren Kolitis
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verbundene Infektion wird durch die Verédnderung der protektiven
Darmmikrobiota durch Antibiotika ermdglicht (42-44). Dariber hinaus sind
andere schwere durch Antibiotika verursachte Formen von Kolitis
dokumentiert (41, 45). In der Veterindrmedizin gibt es diesbezlglich wenige
Veroffentlichungen. In einem Fallbericht wurde Uber eine nekrotisierende

Kolitis unter antibiotischer Therapie bei einem Hund berichtet (46).

Fazit: Gastrointestinale Symptome wie Durchfall, Erbrechen und Anorexie

konnen als Nebenwirkung einer Antibiotikatherapie auftreten.

Verdnderung der intestinalen Mikrobiota

Bakterien reprasentieren den grof3ten Anteil aller Mikroorganismen im Darm
mit Gber 1000 Spezies und einer Gesamtzahl von > 104, wobei es sich
zumeist um Anaerobier handelt (47). Das Darmmikrobiom ist empfindlich
gegenuber Antibiotika, die sich im Darm anreichern (48-52). Zusatzlich
konnen Veranderungen des intestinalen Mikrobioms eine Uberwucherung
mit pathogenen Bakterienarten beglnstigen (52-55). Priméar geschieht dies
bei allen Antibiotika, die biliar ausgeschieden oder oral verabreicht werden
(56). In verschiedenen Studien hing die Veranderung des intestinalen
Mikrobioms von der Wirkstoffklasse, der Tierspezies und dem Alter des
Tieres ab (29-31, 48-51, 56-62). Grundsatzlich hatte die Verabreichung von
Antibiotika eine reduzierte Anzahl von Bakterien im Darmtrakt zur Folge (49,
50, 63, 64). Bei Patienten mit chronischer Enteropathie und gestorter
Darmbarrierefunktion konnte es durch Reduktion der an der Schleimhaut
anhaftenden intestinalen Mikrobiota zu einem verminderten Stimulus auf
das intestinale immunologische Netzwerk kommen; eine
Entzindungsreaktion im Darmtrakt wurde dadurch reduziert (65-67). Dies
ist eine Theorie, warum Antibiotika bei einigen Tieren eine Verbesserung
der chronischen gastrointestinalen Symptome (sog. Antibiotika-responsiver
Durchfall) bewirken. Antibiotika reduzieren jedoch auch die bakterielle
Diversitat, und bestimmte funktionelle Gruppen, die eine positive Wirkung
haben, kénnen unterdriickt oder eliminiert werden (57, 64, 68, 69). Diese
Veranderungen konnen, je nach Antibiotikum und Spezies, Monate bis
Jahre bestehen bleiben (29, 56, 68-70).
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Bei Hunden ergaben verschiedene Studien, dass die haufig verwendeten
Antibiotika Tylosin und Metronidazol zu hochgradigen Verschiebungen
hinsichtlich der Relation verschiedener Bakteriengruppen zueinander
fuhrten und dass diese Veranderungen auch nach Absetzen des
Antibiotikums langfristig anhielten. Beide Substanzen wurden in jeweils
einer Studie bei gesunden Hunden eingesetzt und das Mikrobiom wéahrend
und nach der Antibiotikatherapie mittels 16s-rRNA-Sequenzierung und
quantitativer PCR untersucht. Dartber hinaus wurde in beiden Studien der
Dysbiose-Index bestimmt (25, 29). In diesem neuen molekularbiologischen
Test zur Dokumentation einer Dysbiose wird aus 7 wichtigen
Darmbakteriengruppen und der Gesamtmenge der Bakterien eine Zahl, der
Dysbiose-Index, generiert. Ein Wert > 2 représentiert eine dysbiotische
Mikrobiota, ein Wert < 0 ein physiologisches, normobiotisches Mikrobiom
(71). Bei Tylosin und Metronidazol konnte sowohl eine geringere Diversitat
als auch eine geringere Anzahl an Bakterien im Kot festgestellt werden.
Beide Substanzen fihrten zu einer Dysbiose, die bei manchen Hunden
auch noch Wochen nach der Therapie vorlag (25, 29). Charakteristisch fur
diese Antibiotika war eine hochgradige Reduktion der Anzahl von
Clostridium (C.) hiranonis (25, 29) (Abb. 2).

Dieses Bakterium spielt bei Hunden eine wichtige Rolle fur die
Aufrechterhaltung eines gesunden Darmstoffwechsels (25, 72).
C. hiranonis konvertiert die durch die Galle ausgeschiedenen priméaren
Gallenséduren in sekundare Gallensduren (25, 71-73). Sekundare
Gallenséuren sind wichtig fur die Erhaltung eines antiinflammatorischen
Milieus im Darmtrakt und helfen zuséatzlich, potenziell pathogene Keime wie
Clostrioides difficile zu unterdricken (73, 74). Bei fehlender Konversion
fallen zu viele primare Gallensauren im Kot an. Dies kann zu einem sog.
"Gallensauredurchfall”, einer osmotischen Art von Diarrhg, fihren (75-77).
Eine durch Metronidazol und Tylosin verursachte Reduktion von
verschiedenen funktionellen Bakterien und insbesondere von C. hiranonis
kann einen negativen Einfluss auf den Magen-Darm-Trakt haben. Der
Einsatz dieser Antibiotika sollte daher bei akuter Gastroenteritis, einer
Erkrankung, die selbstlimitierend ist und bei der es ohne den Einsatz von
Antibiotika schnell wieder zu einer Normobiose kommt, mdglichst



Dysbiose Index

I1. Publikation 1: Ubersichtsartikel 13

vermieden werden.
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Abb. 2 Dysbiose-Index und Anzahl an Clostridium hiranonis im Kot von
Hunden unter 3 verschiedenen antibiotischen Therapien (25, 26, 29). Ein
Dysbiose-Index < 0 indiziert eine Normobiose, ein Wert > 2 eine Dysbiose.
Werte zwischen 0 und 2 entsprechen einem Graubereich. Wéhrend Tylosin
und Metronidazol zu einer Dysbiose fuhren, zeigt sich diese Veréanderung
unter Amoxicillin-Clavulanséaure weniger. Zudem bewirken Tylosin und
Metronidazol eine Reduktion der Anzahl fakaler C. hiranonis. Quelle:
© M. Werner.

Fig. 2 Dysbiosis index and abundance of Clostridium hiranonis in the feces
of dogs under 3 different antibiotic therapies (25, 26, 29). A dysbiosis index
< 0 indicates normobiosis, while a dysbiosis index > 2 indicates dysbiosis.
Values between 0 and 2 correspond to a grey zone. While tylosin and
metronidazole lead to dysbiosis, this change is less evident under
amoxicillin-clavulanic acid. In addition, tylosin and metronidazole lead to a
reduction in the abundance of fecal C. hiranonis. Source: © M. Werner.

Amoxicillin-Clavulanséaure indizierte in 2 Studien weniger Veranderungen
des intestinalen Mikrobioms als andere Antibiotika (26, 31). Der Dysbiose-
Index und die Anzahl von C. hiranonis veranderten sich kaum (26) (Abb. 2).
Eine Arbeit zeigte, dass die Mikrobiota bereits eine Woche nach Absetzen
von Amoxicillin  bzw. Amoxicillin-Clavulansaure wieder in ihren

normobiotischen Ausgangszustand zurlickkehrte (58). Die Unterschiede
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zwischen den verschiedenen Antibiotika sind durch das differierende
Wirkungsspektrum und die Wirkungsart erklarbar. Wéahrend Tylosin und
Metronidazol die anaerobe Flora durch ihre Wirkung deutlich verandern, hat
Amoxicillin-Clavulansaure sein Wirkungsspektrum im aeroben Bereich.
Deshalb wirkt dieses Antibiotikum nicht so stark auf die, nahezu vollstandig
anaerobe, gastrointestinale Mikrobiota (78). In einer Studie wurde Ratten
jeweils ein Lincosamid (Clindamycin oder Lincomycin), ein Glykopeptid
(Vancomycin), ein Makrolidantibiotikum (Roxithromycin), ein Fluorchinolon
(Sparfloxacin) oder ein Aminoglykosid (Streptomycin) verabreicht und die
Veranderung des Gallensaurenpools durch die Antibiotika verglichen (48).
Bei allen getesteten Antibiotika kam es zu einer signifikanten Verschiebung
hinsichtlich Zusammensetzung und Menge der intestinalen Gallensauren.
Die Lincosamid-Gruppe zeigte die deutlichsten Veranderungen mit einer
signifikanten Reduktion der sekundaren Gallensauren, wahrend die
Veranderungen durch das Makrolidantibiotikum und das Aminoglykosid am
geringsten ausfielen (48).

In der Humanmedizin existieren Studien zu Veranderungen des Mikrobioms
und Metaboloms auf die Applikation von vielen weiteren Antibiotika (49, 56,
68, 69). Es kristallisierte sich heraus, dass besonders bei sehr jungen
Individuen lange bestehende Veranderungen auftraten (50, 63, 70).
Exemplarisch soll der Einfluss von Clindamycin herausgegriffen werden: Es
bewirkte eine deutliche und lang anhaltende Veranderung des intestinalen
Mikrobioms, das nach den Ergebnissen einer 16sRNA-Sequenzierung auch
noch Jahre nach der Antibiotikumgabe veréndert war (56, 79). Sowohl
humanmedizinische Studien als auch die tiermedizinischen Studien zu
Metronidazol und Tylosin konnten zeigen, dass die Mikrobiota bei einigen
Individuen nach Absetzen des Antibiotikums flr langere Zeit verandert
blieb. Welche Faktoren dafur verantwortlich sind, warum einige Individuen
nach kurzer Zeit wieder ein normales Mikrobiom aufweisen und andere

langerfristige Veranderungen der Mikrobiota zeigen, blieb unklar.

Nach einer Behandlung mit Antibiotika kbnnen Malinahmen zur Modulation
der intestinalen Mikrobiota (z. B. eine Kottransplantation) helfen, schneller
wieder einen physiologischen Zustand der Mikrobiota zu etablieren (80, 81).

In der Humanmedizin stellt eine Kottransplantation eine sehr wichtige
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therapeutische MalRhahme bei Patienten mit einer Uberwucherung von
Clostrioides difficile nach Antibiotikagabe dar (80, 82). Zusatzlich ist es Ziel
der Forschung, pharmakologische Strategien zu entwickeln, um den
Einfluss von Antibiotika auf den Gastrointestinaltrakt zu vermindern. In einer
Studie konnte die gleichzeitige Gabe einer B-Laktamase zusammen mit
einem Penizillin die Wirkung des Antibiotikums auf die intestinale Mikrobiota
vermindern (61). Kommerzielle Praparate dieser Wirkstoffgruppe gibt es

nicht.

Fazit: Antibiotika kbnnen zu einer Verdnderung der intestinalen Mikrobiota
und der Metaboliten fihren. Der Schweregrad hangt von der Art des
Antibiotikums, der Applikationsdauer und individuellen Faktoren des

Patienten ab.

Der Gastrointestinaltrakt als Reservoir resistenter Bakterien

Die Gabe von Antibiotika hat auch das vermehrte Auftreten resistenter
Bakterien zur Folge. Dabei stellt der Intestinaltrakt ein Reservoir an
Bakterien dar, in dem natirlicherweise resistente Isolate vorkommen. Die
Anteil der Hunde, bei denen mit klassischer Mikrobiologie resistente
intestinale Bakterien gefunden werden konnten, lag zwischen 39,8% und
63% (83, 84). Der Anteil dieser resistenten Bakterien am gesamten
Mikrobiom ist aber gering. So zeigten bei gesunden Hunden aus
Privathaushalten nur ca. 2,5% der fakalen Stamme von Escherichia (E.) coli
eine Resistenz gegen Ampicillin (85). Antibiotika beeinflussen die
Resistenzmuster von Bakterien (86-88). Im einzelnen Organismus
veranderte ein verabreichtes Antibiotikum das Verhdltnis zwischen
resistenten und sensiblen Stdmmen zugunsten der gegenuber dem
jeweiligen Antibiotikum resistenten Bakterien (89) (Abb. 3). Eine Studie
verglich beispielsweise das Resistenzmuster von fakalen E. coli bei 13
Hunden unter Cephalexingabe mit dem gesunder Kontrollhunde. In der
Antibiotikagruppe war eine Cefotaximresistenz signifikant haufiger (62%)
nachweisbar als in der Kontrollgruppe (0%) (90). Dieser Zusammenhang
wurde in der Humanmedizin bereits bei multiresistenten gramnegativen
Bacilli, vancomycinresistenten Enterococci, E. coli sowie bei Pilzarten wie

Candida dokumentiert (91-93). In einer Studie nahm der Anteil der
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ampicillinresistenten E. coli-Kolonien unter Therapie mit Ampicillin von 2%
auf 100% zu. Drei Wochen nach Absetzen des Ampicillins betrug der Antell
der resistenten E. coli-Kolonien noch 65% (93). Der hohe Anteil resistenter
Keime kann zu einem erhohten Risiko der Ubertragung von
Resistenzgenen zwischen verschiedenen Bakterienisolaten beitragen (94,
95).

Das Vorkommen resistenter intestinaler Bakterien ist nicht generell als
pathologisch fur das Individuum anzusehen. Werden diese jedoch in grol3er
Menge ausgeschieden, erhdht sich die Wahrscheinlichkeit, dass z. B. bei
aufsteigenden Harnwegsinfektionen oder Wundinfektionen eine schwer
behandelbare Infektion vorliegt. Ebenso wie bei der Veranderung der
intestinalen Mikrobiota, lie3 sich auch in Hinblick auf den Anteil an
resistenten Bakterien zeigen, dass die Veranderungen nach Absetzen des
Antibiotikums bestehen bleiben. So kann sich bei Gabe verschiedener
Antibiotika innerhalb einer kurzen Zeit schnell ein Reservoir von multipel
resistenten Bakterien im Darmtrakt bilden (Abb. 3). In einer Studie zur Gabe
von Amoxicillin-Clavulansaure bei Hunden mit AD stieg der Anteil der
amoxicillinresistenten fakalen E. coli von 0,2% vor der Antibiotikagabe
signifikant auf 100% wahrend der Antibiotikagabe an. Auch 3 Wochen nach
Absetzen des Antibiotikums lag der Anteil amoxicillinresistenter E. coli

immer noch signifikant hoher (10%) als in der Kontrollgruppe (0,1%) (26).

Bereits vor einigen Jahrzehnten erfolgten Untersuchungen zur Ubertragung
resistenter Bakterien von Tieren auf die Umwelt und den Menschen (96).
Es wurde geschatzt, dass etwa 4% der in der Humanmedizin
nachgewiesenen Antibiotikaresistenzen ursprunglich vom Tier auf den
Menschen ubertragen wurden (97, 98). Einige Studien belegen, dass sich
antibiotikainduzierte resistente Bakterien von Tieren in der Umwelt
verbreiten und auf den Menschen ubertreten konnen. Eine Arbeit
untersuchte das Auftreten von gleichen E. coli-Isolaten im Kot von Hunden
und ihren Besitzern. Hierzu wurden 13 Hunde und 18 Kontaktpersonen
longitudinal verfolgt. Eine Person wies die identische Markersequenz fur
eine Ampicillinresistenz (ST-78) auf wie ihr Kontakthund (99). Bei einer
Untersuchung  zur  Ubertragung von  resistenten  E.coli in

Schweinehaltungsbetrieben zeigten sich signifikante  Ahnlichkeiten
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zwischen den Bakterienstammen der Schweine und denen der

betreuenden Landwirte (100).

Die Weltgesundheitsorganisation (WHOQO) warnt vor der Ausbreitung
weiterer Resistenzen und der Entwicklung unheilbarer bakterieller
Infektionen. Eine antibiotische Therapie ist generell nur nach Stellung der
konkreten Indikation und unter Einhaltung nationaler und internationaler

Vorgaben zu rechtfertigen (5, 9).
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Abb. 3 Darstellung der Veranderung der Anzahl resistenter Bakterien im
intestinalen Mikrobiom (56). Vor der antibiotischen Therapie finden sich
uberwiegend auf das verabreichte Antibiotikum sensible Isolate (grun).
Durch die antibiotische Behandlung kdénnen sich aus sensiblen Isolaten
resistente Klone (rot) entwickeln oder sich zuvor schon vorhandene
resistente Klone vermehren. Nach Absetzen des Antibiotikums kann es
Wochen bis Jahre dauern, bis der physiologische Zustand wiederhergestellt
ist. Quelle: © M. Werner.

Fig. 3 Shift in the abundance of resistant bacteria of the intestinal
microbiome (56). Prior to antibiotic therapy, sensitive isolates (green) can
mainly be found in the intestinal microbial composition. Due to the antibiotic
treatment, resistant clones (red) can develop out of sensitive isolates and
the previously existing resistant clones can multiply. After discontinuation of
the antibiotic, it may take weeks to years before normal conditions are

restored. Source: © M. Werner.
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Fazit: Der Einsatz von Antibiotika flhrt zur vermehrten Entstehung
resistenter  Bakterien.  Antibiotika dirfen nur nach gezielter
Indikationsstellung eingesetzt werden.

Trigger chronischer immunologischer Erkrankungen

Beim Menschen wurde das Vorkommen von chronischen immunologisch
bedingten Erkrankungen nach einer Antibiotikagabe im jungen Lebensalter
beschrieben (101, 102). Die Verabreichung von Antibiotika im Rahmen
einer akuten infektiosen Enteritis liel3 sich als Risikofaktor fir das Auftreten
eines chronischen Reizdarmsyndroms identifizieren (103). Einer Studie
zufolge kann bei Kindern die Gabe von Antibiotika wahrend einer Magen-
Darm-Erkrankung zu chronischem Durchfall fuhren (104). Eine
Metaanalyse von 11 Studien untersuchte die Zusammenh&nge zwischen
Antibiotikatherapie und Auftreten von Morbus Crohn. Es zeigte sich, dass
Patienten nach einer Antibiotikatherapie mit einer hoheren
Wahrscheinlichkeit an Morbus Crohn erkrankten (105). Individuen, die in
der Kindheit (v. a. im 1. Lebensjahr) Antibiotika erhielten, hatten auRerdem
ein erhohtes Risiko, eine Lebensmittelallergie zu entwickeln (106, 107).
Eine Metaanalyse mit 800000 Kindern bestatigte den Zusammenhang
zwischen einer Antibiotikagabe im friihen Kindesalter und der Entwicklung
von Allergien (108). Dieser Zusammenhang erwies sich in verschiedenen
Untersuchungen auch abhangig vom eingesetzten Antibiotikum: Er war bei
Makroliden und Cephalosporinen am starksten (109), wahrend sich fur
Penizilline ein niedriges Risiko fir die Entwicklung immunologischer
Erkrankungen ergab (109, 110). Die Erklarung fir diese Zusammenhénge
finden sich im Mikrobiom und Resistom (Gesamtheit der Resistenzgene der
intestinalen Mikrobiota), die durch die Antibiotikagabe ver&ndert werden
(111, 112). Die Dysbiose, das dadurch hervorgerufene proinflammatorische
intestinale Milieu und die Immunantwort auf das verénderte intestinale
Mikrobiom fuhren zur Ausbildung allergischer Erkrankungen. Der Einsatz
von Antibiotika ist besonders in der frihkindlichen und perinatalen Phase
nur noch bei enger und zielgerichteter Indikationsstellung zu vertreten. Auch
in der Veterinarmedizin gibt es Hinweise darauf, dass akute Erkrankungen,

bei denen haufig Antibiotika zum Einsatz kommen, zu chronischen
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Enteropathien fuhren kénnen. Nach den Resultaten von 2 Studien bei
Hunden stellt eine schwergradige akute Enteritis mit Stérung der
Darmbarriere ein erhohtes Risiko fir die Entwicklung chronischer
Durchfallerkrankungen dar. Inwieweit eine Antibiotikagabe in der Phase der
akuten Enteritis eine Rolle hinsichtlich langfristiger Konsequenzen spielt, ist

zum jetzigen Zeitpunkt nicht geklart (113, 114).

Fazit: Antibiotikatherapien erhéhen in der Humanmedizin das Risiko von
Langzeitkonsequenzen. Die Zerstérung der intestinalen Mikrobiota v. a. in
den ersten Lebensmonaten wird als sehr kritisch gesehen. In der
Veterinarmedizin fehlen bislang Studien, die diese Kausalitat beim Hund

darstellen.

Antibiotikaeinsatz beim akuten Durchfall des Hundes

AD ist ein sehr haufiges Krankheitsbild des Hundes (115), wobei die
Patienten nicht immer dem Tierarzt vorgestellt werden. Haufig handelt es
sich um eine leichte, selbstlimitierende Durchfallerkrankung (115-117). Es
gibt jedoch auch schwere Verlaufsformen, die einer intensiven Behandlung
bedirfen. Im Folgenden werden Studien zum Antibiotikaeinsatz bei
verschiedenen Arten von AD vorgestellt.

Ursachen fir AD sind z. B. diatetische Veradnderungen, Stress oder
Infektionserreger (115-121). Die Rolle bakterieller Ursachen fir AD beim
Hund wurde in den letzten Jahren kritisch Uberdacht. Zwei unabhéngige
Studien lassen vermuten, dass bakterielle Infektionen nur sehr selten die
Ursache von akuten Enteritiden darstellen (118, 122). Meist blieb die
Ursache der Erkrankung ungeklart (123). Laut einer Umfrage wurden nur
bei 3,2% der Falle von AD diagnostische Tests in der Praxis durchgefiihrt
(11). Folglich basiert die Therapieentscheidung auf den Klinischen
Symptomen und dem Erfahrungsschatz des behandelnden Veterinars. In
den letzten Jahrzehnten wurden verschiedene Antibiotika empirisch

eingesetzt.
Akuter unkomplizierter Durchfall

Umfragen unter Tierérzten ergaben, dass vor allem B-Laktam-Antibiotika

und Metronidazol beim unkomplizierten AD des Hundes Anwendung finden
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(2, 11). In den letzten Jahren wurde der Nutzen dieser Substanzen bei
Hunden mit unkompliziertem AD untersucht (26-28). Unkomplizierter
Durchfall wurde definiert als fehlende Indikation fiir Hospitalisation sowie
Fehlen von Fieber und anderen Entziindungskriterien. Eine Arbeit zum
Einsatz von Amoxicillin-Clavulansaure zeigte keine schnellere
Verbesserung eines klinischen Aktivitatsindex im Vergleich zur
Placebogruppe. Ein normaler Aktivitatsindex wurde in beiden Gruppen nach
2-3 Tagen erreicht (26). Zwei prospektive klinische Studien untersuchten
den Nutzen von Metronidazol (27, 28). Die mediane Zeit bis zum Erlangen
eines unauffalligen klinischen Krankheitsaktivitatsindex betrug in beiden
Arbeiten in der Antibiotika- wie in der Placebogruppe wenige Tage. Die
Studie von Langlois et al. (27, 28) zeigte eine signifikant kirzere
Krankheitsdauer bei Hunden der Metronidazolgruppe (2,1 Tage) im
Vergleich zur Placebogruppe (3,6 Tage), wahrend sich in der Studie von
Shmalberg et al. (27, 28) keine schnellere klinische Verbesserung in der
Metronidazolgruppe im Vergleich zur Placebogruppe einstellte (4,6 Tage
vs. 4,8 Tage). Im Zusammenhang mit den langfristigen und massiven
Veranderungen der intestinalen Mikrobiota durch Metronidazol erscheint
der in der Studie von Langlois et al. (27, 28) gezeigte klinische Nutzen den
Einsatz von Metronidazol nicht zu rechtfertigen.

Bei einer Umfrage unter Tierarzten wurden Informationen von 3189 Hunden
mit AD gesammelt. Die am haufigsten eingesetzte Wirkstoffgruppe zur
Behandlung von AD stellten Antibiotika (49,7% der Félle) dar. Es konnte
jedoch kein statistischer Zusammenhang zwischen der Gabe von
Antibiotika und der Dauer bis zur Genesung des Hundes gezeigt werden.
Dieser liel3 sich nur fur diatetische Veranderungen und die Verabreichung

von Nahrungserganzungsmitteln (z. B. Probiotika) nachweisen (11).

Fazit: Ungezielte, routinemafige Antibiotikagaben sind bei Hunden mit
akutem unkompliziertem Durchfallgeschehen nicht gerechtfertigt.
Diatetische Malinahmen und die Gabe von Nahrungsergdnzungsmitteln
wie Probiotika fihren in der Regel zu einer schnellen klinischen

Verbesserung.
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Akutes hamorrhagisches Durchfallsyndrom

Akuter blutiger Durchfall unbekannter Genese in Zusammenhang mit einem
starken Flussigkeitsverlust Gber den Darmtrakt ist beim Hund ein haufig
auftretendes Krankheitsbild und wurde als akutes hamorrhagisches
Durchfallsyndrom (AHDS) bezeichnet (124). In den letzten Jahren zeigten
verschiedene Studien, dass eine Uberwucherung mit toxinbildenden
C. perfringens im Darmtrakt als Ausloser wahrscheinlich ist (125, 126).
C. perfringens-Stamme mit Genen, die fur das porenformende Toxin NetF
kodieren, kamen bei etwa der Hélfte der Hunde mit AHDS vor, wurden
jedoch kaum bei gesunden Hunden oder bei Hunden mit akutem nicht
blutigem Durchfall nachgewiesen (127). Dieses NetF-Toxin scheint in
Kombination mit verschiedenen anderen von C. perfringens produzierten
Toxinen eine wichtige Rolle beim AHDS zu spielen. Trotz der mikrobiellen
Atiologie ist das AHDS keine kontagiose Erkrankung, da die
Toxinfreisetzung bei der Proliferation von C. perfringens im Korper des
Patienten eine Schadigung der Darmschleimhaut bewirkt. Somit erscheint
eine antibiotische Therapie bei einem komplikationslosen Verlauf des
AHDS wenig sinnvoll. Dariiber hinaus ergaben 2 prospektive Studien, dass
die Verabreichung von Amoxicillin-Clavulansaure allein oder in Kombination
mit Metronidazol nicht zu einer schnelleren klinischen Verbesserung der
Hunde mit AHDS fuhrte (128, 129). Zu beachten ist, dass es bei Hunden
mit AHDS durch die Zerstorung der Darmbarriere zu einer Translokation
von intestinalen Bakterien kommen kann. Bei manchen Individuen hat dies
eine Sepsis zur Folge. Somit sollten die in Tab. 1 genannten Sepsiskriterien
auch beim AHDS-Patienten herangezogen werden, um Uber die
Notwendigkeit einer antibiotischen Therapie zu entscheiden (130).
Einschrankend ist jedoch zu sagen, dass auch durch den
Gewebeuntergang beim AHDS-Patienten eine gewisse Neutrophilie mit
milder Linksverschiebung entstehen kann, ohne dass eine Bakteridmie
vorliegt (129, 130). Eine Neutrophilie mit Linksverschiebung ist daher nicht
als alleiniges Kriterium zur Entscheidung Uber eine antibiotische Therapie

heranzuziehen (130).
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Tab. 1 Klinische und labordiagnostische Indikationen flr eine antibiotische
Therapie bei Hunden mit akutem Durchfall (139). Die Parameter sollten

nach Rehydratation und analgetischer Therapie evaluiert werden.

Table 1 Clinical and laboratory indications for antibiotic therapy in dogs with
acute diarrhea (139). Parameters should be evaluated following rehydration

and analgesic therapy.

Parameter Befund

Rektale Korpertemperatur <37,2°Coder>39,2°C

Herzfrequenz > 140/min

Atemfrequenz und CO3- | >40/min und/oder PCO; > 32 mmHg (veno6s oder

Partialdruck arteriell)

Leukozyten < 5000 oder > 19500 Zellen/ul oder mindestens
5% der Leukozyten als stabkernige neutrophile

Granulozyten

Die wichtigste therapeutische MalRRnahme bei AHDS-Patienten ist der
Ausgleich des meist hochgradigen Flussigkeitsverlustes durch intravenése
Infusionstherapie. Eine zusatzliche symptomatische Behandlung kann

unterstitzend wirken (124).

Fazit: Eine antibiotische Behandlung bringt bei Hunden mit einem
unkomplizierten Verlauf eines AHDS keinen Vorteil. Nur bei Anzeichen
einer systemischen Entzindungsreaktion sollte antibiotisch behandelt

werden.

Parvovirose

Die Parvovirose ist eine durch das kanine Parvovirus hervorgerufene
Erkrankung bei jungen, noch nicht vollstandig grundimmunisierten oder
adulten, nicht geimpften Hunden (140). Im akuten Stadium ist sie durch
Leukopenie, akute, oft blutige Durchfadlle und einen raschen

Flissigkeitsverlust gekennzeichnet. In Studien endete die Erkrankung
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unbehandelt bei 90% der Hunde todlich (140-142).

Zelldestruktion, intestinale Hypomotilitat, Dysbiose, intestinale Entzindung
und Gewebenekrose zerstdren die intestinale Schleimhautbarriere (143,
144). Dadurch kann sich durch Ubertritt von Bakterien aus dem Darmlumen
in den Blutstrom eine Bakteridmie entwickeln (143). Die zusatzliche
hochgradige Leukopenie schrankt das Immunsystem so stark ein, dass die
Ubergetretenen Bakterien nicht adaquat abgewehrt werden kdénnen (140,
145, 146). Da das Risiko einer Sepsis bei Parvovirosepatienten mit
Durchfall und Leukopenie als sehr hoch eingeschéatzt wird, ist generell eine
antibiotische Therapie zu empfehlen (140, 144, 147). In erster Linie
kommen [-Laktam-Antibiotika in Kombination mit Clavulansaure zum
Einsatz. Bestehen unter dieser antibiotischen Monotherapie im Verlauf der
Erkrankung weiterhin Sepsiskriterien, kann die Antibiotikatherapie erweitert
werden (140, 148). Welche Wirkstoffkombinationen sich am besten eignen,
ist noch nicht definiert. Empfohlen werden Breitspektrumantibiotika mit
guter Wirksamkeit gegentber gramnegativen Bakterien. Die Hunde sollten
auBerdem engmaschig Uberwacht werden. Die symptomatische
Behandlung umfasst den Ausgleich von Flissigkeitsverlusten durch
intravendse Infusionstherapie, friihe enterale Erndhrung und die Gabe von
Antiemetika und Analgetika (140). Bei Hinweisen auf eine gastrointestinale
Blutung kbnnen Gastroprotektiva und Bluttransfusionen notwendig werden
(140, 142, 148, 149). In schweren Fallen kann eine antivirale Therapie mit
Interferon-w zum Einsatz kommen (150). Parasitare Begleiterkrankungen

sollten ebenfalls behandelt werden (140).

Fazit: Die Kombination von zerstorter Darmbarriere (blutiger Durchfall) und
beeintrachtigter Immunabwehr (Neutropenie) fihrt bei Hunden mit
Parvovirose sehr haufig zu einer Sepsis. Deshalb miussen alle Hunde mit
einem Klinisch relevanten Verlauf dieser Infektionserkrankung antibiotisch

behandelt werden.

Rolle von enteropathogenen Bakterien beim akuten Durchfall des Hundes

Die Rolle von enteropathogenen Keimen bei Hunden mit Durchfall wird seit
vielen Jahren diskutiert. In einigen Studien liel3en sich enteropathogene
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Bakterien im Gastrointestinaltrakt gesunder Hunde nachweisen und waren
Teil der physiologischen intestinalen Mikrobiota. Die Autoren dieser Studien
gehen daher davon aus, dass enteropathogene Keime beim Hund nur sehr
selten zu einer Erkrankung fuhren (121, 122, 151-153). Somit sollte der
Nachweis eines potenziell enteropathogenen Keims in einer
bakteriologischen Kotkultur nicht als alleiniges Entscheidungskriterium fur
den Einsatz eines Antibiotikums gelten. Nur bei Vorliegen von klinischen
(z. B. Fieber) und labordiagnostischen Hinweisen (z. B. entziindliches
Blutbild) auf eine systemische Entziindungsreaktion sollte ein Patient mit
AD antibiotisch behandelt werden. Eine unnétige antibiotische Behandlung
ist zu vermeiden, da dadurch die schitzende intestinale Mikrobiota zerstort
werden kann. In der Folge erhalten enteropathogene Bakterien einen
Wachstumsvorteil und die Tiere konnen zu Dauerausscheidern dieser
Erreger (z. B. Salmonellen) werden (121, 152-154).

Fazit: Im Gegensatz zum Menschen scheinen enteropathogene Keime
beim Hund als Ausldser von AD eine untergeordnete Rolle zu spielen.

Erkennen von Indikationen fiir eine antibiotische Therapie beim akuten

Durchfall

Generell gibt es bei allen genannten Arten des AD verschiedene Kriterien,
die zur Entscheidung flr oder gegen eine antibiotische Therapie
herangezogen werden mussen. Antibiotika sollten eingesetzt werden, wenn
eine Infektion mit primar enteropathogenen Keimen bzw. eine bakterielle
Translokation zur systemischen Entziindungsreaktion fiihrt oder ein hohes
Risiko fur die Entwicklung einer Sepsis besteht. Kriterien zur Entscheidung
stellen hierfir zum einen die immunologische Konstitution des Hundes und
zum anderen die gangigen Sepsiskriterien aus der Humanmedizin dar (143,
155-158). In Abb. 4 sind die verschiedenen Indikationen fir eine

antibiotische Therapie beim AD als Entscheidungsbaum dargestellt.

Immunsupprimierte Hunde sowie Hunde, die Immunsuppressiva erhalten,
sollten engmaschig auf eine systemische Entziindungsreaktion kontrolliert

werden (131, 132). Besondere Vorsicht ist auch bei Tieren geboten, bei
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denen in der Leber keine adaquate Abwehr von translozierten Bakterien aus
dem Darm erfolgen kann. Dies war in Studien bei Hunden mit einer
hochgradigen Leberfunktionsstérung und Patienten mit einem
portosystemischen Shunt der Fall (133-136).

Die aus der Humanmedizin bekannten Sepsiskriterien bzw. SIRS-Kriterien
wurden an die Tiermedizin adaptiert (137). Sie kbnnen ein Hilfsmittel zur
Entscheidung fir oder gegen eine antibiotische Behandlung darstellen.
Wichtig ist, diese Kriterien immer in Zusammenhang mit dem klinischen
Allgemeinbefinden und dem Hydratationsstatus des Patienten zu
betrachten (138). Dehydrierte Patienten kdnnen Veranderungen aufweisen,
die auch bei einer Sepsis auftreten. Deshalb sollten Sepsiskriterien erst
nach  Ausgleich des Flussigkeitsdefizits zur  Diagnosestellung
herangezogen werden. Bei einem rehydrierten Hund missen mindestens 2
der 4 in Tab. 1 aufgefuhrten Kriterien erfillt sein, um den Einsatz von

Antibiotika zu rechtfertigen.

Bei starker Beeintrachtigung des kardiovaskularen Systems und des
zellularen Stoffwechsels im Rahmen einer Sepsis kann es zu einem
septischen Schock kommen. Dieser ist v. a. durch einen systolischen
Blutdruck <90 mmHg gekennzeichnet, der sich durch intravengse
Flissigkeitsgabe nicht steigern lasst (159, 160).

Neben den in Tab. 1 genannten Veranderungen des Leukogramms muss
auf eine Hypoglykamie geachtet werden. Bei septischen Patienten kdnnen
zudem Hypalbumindmie, Hypokalzamie und Hyperbilirubindmie sowie
verlangerte Gerinnungszeiten infolge einer systemischen
Verbrauchskoagulopathie auftreten (138, 161). Patienten, die zunachst als
nicht septisch eingestuft werden, jedoch eine starke Durchfallerkrankung
durchmachen und ein gestortes Allgemeinbefinden aufweisen, sollten
klinisch engmaschig tberwacht werden (z. B. stindliche Erhebung von

Vitalparametern, Blutdruck, Glukosekonzentration).
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Abb. 4 Entscheidungsbaum zur Indikation einer antibiotischen Therapie
beim akuten Durchfall des Hundes (9, 131-139). * <5000 oder
> 19500 Zellen/ul oder mindestens 5% der Leukozyten als stabkernige
neutrophile Granulozyten. Detalllierte Ausfihrungen zu den Veranderungen

der Parameter finden sich im Text. Quelle: © M. Werner.

Fig. 4 Decision tree for the indication of antibiotic therapy for acute diarrhea
in dogs (9, 131-139). * <5000 or > 19500 cells/ul or at least 5% banded
neutrophils. Detailed explanations of the changes in the mentioned

parameters are provided in the text. Source: © M. Werner.
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Fallt anhand der genannten Kriterien die Entscheidung fur eine antibiotische
Therapie, sollte vor deren Beginn, wenn mdglich, eine bakteriologische
Untersuchung mit Antibiogramm eingeleitet werden (9). Als Substrat eignet
sich beim septischen Patienten am besten Blut. Bei bildgebenden
Hinweisen auf eine Infektion von Lymphknoten oder Gallenblase ist auch
eine bakteriologische Untersuchung von aspiriertem Lymphknotenmaterial
oder Gallenflissigkeit mdoglich (143, 155, 161). Eine Kotkultur auf
enteropathogene Keime konnte zusatzlich helfen, einen verantwortlichen
Keim zu identifizieren. Im Bereich der anaeroben Mikrobiota wirksame
Antibiotika (z. B. Nitroimidazole wie Metronidazol) waren bei einer
bakteriellen Infektion nicht ausreichend (9). Eine empirische Therapie mit
Amoxicillin-Clavulansaure (25 mg/kg i. v. alle 6—8 Stunden), eventuell in
Kombination mit Marbofloxacin (2—4 mg/kg i.v. alle 24 Stunden), kann
erfolgen, bis das Antibiogramm vorliegt. Zusatzlich sollte, wegen der oben
erwahnten negativen Beeinflussung des Mikrobioms durch Metronidazol,
bei Vorliegen einer Giardieninfektion als Ursache von akutem Durchfall in
erster Linie mit Fenbendazol und nicht mit dem ebenso hierfur

zugelassenen Metronidazol behandelt werden.

Fazit: Hunde mit AD sollten antibiotisch behandelt werden, wenn sie
Anzeichen einer systemischen Entzindungsreaktion aufweisen.

Immunsupprimierte Patienten missen engmaschig tberwacht werden.

Alternative Modulation der intestinalen Mikrobiota beim akuten Durchfall

In den meisten Fallen gibt es bei Hunden mit AD keine Indikation fir die
Anwendung von Antibiotika. Diatische MalRnahmen, die Gabe von
Nahrungserganzungsmitteln und eine Kottransplantatation kdénnen helfen,

die intestinale Mikrobiota zu modulieren.

Bei Probiotika handelt es sich um Produkte mit lebenden Mikroorganismen,
die einen gesundheitlichen Vorteil bringen (162). Die positiven Wirkungen
basieren auf der Verdrangung von Pathogenen, Immunmodulation und
Starkung der intestinalen Barrierefunktion (163-165). Prabiotika sind
unverdauliche Kohlenhydrate, die als Substrate flir intestinale Bakterien



I1. Publikation 1: Ubersichtsartikel 28

dienen kénnen (166, 167).

Uber den Einsatz von Probiotika zur Prophylaxe und Therapie des AD bei
Hunden gibt es verschiedene Studien. Beim akuten unkomplizierten
Durchfall konnte durch die Gabe von probiotischen oder synbiotischen
Produkten mit Bifidobacterium animalis, Lactobacillus spp., Enterococcus
faecium, Pediococcus acidilactici, Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis
und Bacillus coagulans eine schnellere Verbesserung von Klinischen
Parametern und Kotkonsistenz erzielt werden (168-176). Bei Hunden mit
Parvovirose, die eine probiotische Kombination verschiedener
Lactobazillen und Bifidobakterien erhielten, ergaben sich im Vergleich zur
Placebogruppe eine schnellere klinische Verbesserung sowie hohere
Lymphozytenzahlen an Tag 5 der Applikation (177).

In der Europaischen Union unterliegen Probiotika als
Futtermittelzusatzstoffe einer gesetzlichen Regelung. Derzeit sind in
Deutschland zur Anwendung beim Hund 2 Enterococcus-faecium-Stamme,
ein Lactobacillus-acidophilus-Stamm und ein Bacillus-subtilis-Stamm
zugelassen. Dementsprechend enthalten fir den Hund deklarierte
Probiotika nur diese 4 Stamme. Generell sind aber eher Produkte mit einer
hohen Anzahl an Bakterien und mit mehreren verschiedenen Stammen zu
empfehlen, weswegen auch auf Praparate aus der Humanmedizin

ausgewichen werden sollte.

Bei der "fakalen Mikrobiota-Transplantation” (FMT) wird der Kot eines
Spenders oral oder rektal auf einen Empfanger tubertragen (81, 82, 178).
Die positive Wirkung wird durch die intestinale Rekolonisierung mit einer
physiologischen Mikrobiota erklart. Mit der hierdurch zunehmenden
Diversitat des Mikrobioms werden auch metabolische Fahigkeiten
verbessert und pathogene Bakteriengruppen verdrangt (178, 179). Bei
Welpen mit Parvovirose konnte ein positiver Effekt durch eine zusatzlich zur
Standardtherapie vorgenommene rektale FMT dokumentiert werden (180).
In Fallberichten (8 Hunde mit AD, 1 Hund mit Inflammatory Bowel Syndrom
und jeweils 1 Katze mit chronischem Durchfall, bzw. ulzerativer Kolitis) liel3
sich durch FMT eine klinische Verbesserung erreichen (179, 181, 182). Eine
prospektive Studie bei Hunden mit AD zeigte beim Einsatz von FMT eine
schnellere klinische und mikrobielle Verbesserung als bei Anwendung von
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Metronidazol (72). Eine FMT sollte nach einem standardisierten Schema

erfolgen, das der in diesem Abschnitt zitierten Literatur zu entnehmen ist.

Fazit: Mittels FMT oder hochdosierten Probiotika mit mehreren
Bakterienstammen kénnen Dysbiosen bei Patienten mit AD, die im Rahmen
der akuten gastrointestinalen Erkrankung oder infolge einer

Antibiotikatherapie auftreten, schnell korrigiert werden.

Reduktion antibiotikaassoziierter gastrointestinaler Nebenwirkungen

Verschiedene Arbeiten untersuchten, inwieweit eine Gabe von Probiotika
antibiotikaassoziierten Durchfall reduzieren kann. Bei mit Metronidazol
behandelten Hunden mit AD war der Anteil der Tage mit normalem
Kotabsatz in der Probiotikagruppe hoher als bei Hunden, die nur
Metronidazol erhielten (183). Gesunde Versuchshunde mit durch
Metronidazol und Enrofloxacin ausgelostem Durchfall wiesen bei
Anwendung von Probiotika bessere Kotkonsistenzwerte auf als ohne diese
Behandlung (20). Eine weitere Studie zeigte einen positiven Effekt auf die
Durchfalldauer bei durch Lincomycin induziertem Durchfall (184). In dieser
Untersuchung entwickelten auf3erdem Hunde, die zeitgleich mit dem
Antibiotikum das Probiotikum erhielten, gar keine Diarrh6 (184). Dies
spiegelt Ergebnisse aus der Humanmedizin wider. Hier wird empfohlen,
gleichzeitig mit der antibiotischen Therapie Probiotika zu verabreichen
(185-187). Die Gabe von Probiotika muss zeitgleich mit der antibiotischen
Therapie gestartet werden und sollte nach deren Abschluss weitergefihrt
werden, wobei hierfir generell eine Dauer von mindestens 14 Tagen
empfohlen wird. Eine FMT ware denkbar. Studien hierzu fehlen in der
Tiermedizin. In der Humanmedizin zeigte eine Arbeit weniger
Veranderungen des Mikrobioms und eine geringere Entwicklung resistenter
Bakterien durch eine auf die Gabe von Amoxicillin-Clavulansaure folgende
Auto-FMT (188).

Fazit: Nebenwirkungen von Antibiotika lassen sich in manchen Féallen durch

die gleichzeitige Gabe von Probiotika abschwéchen.
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Fazit fiir die Praxis

Antibiotika kdnnen zu gastrointestinalen Nebenwirkungen, vermehrten
Resistenzen sowie langfristigen Veranderungen des intestinalen
Mikrobioms filhren und sollten deshalb beim akuten unkomplizierten
Durchfall des Hundes vermieden werden. Spezielle Krankheitsbilder, bei
denen eine Antibiotikagabe notwendig ist, missen erkannt werden. Hierzu
zédhlen beispielsweise Parvovirose und die Translokation intestinaler
Bakterien mit folgender Sepsis. Alternative Behandlungsmethoden beim AD
sind diatetische Veranderungen, Gabe von Pro- und Prabiotika und
Kottransplantation.

Interessenkonflikt: Die Autoren bestéatigen, dass kein Interessenkonflikt
besteht.
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Abstract

Background: Culture-based assessment of the fecal microbiome using fecal culture
profiles frequently is performed in dogs with chronic diarrhea, but the diagnostic
value of this approach has not been determined.

Obijectives: To compare the reported results of fecal culture profiles and the poly-
merase chain reaction-based dysbiosis index (DI) between dogs with chronic diarrhea
and healthy dogs; to assess interlaboratory variability in bacterial and fungal cultures
among 3 veterinary diagnostic laboratories (diagnostic laboratory 1 [L1], diagnostic
laboratory 2 [L2], diagnostic laboratory 3 [L3]); and to compare the reported interpre-
tation of culture profiles (normobiosis versus dysbiosis) with those of the DI.
Animals: Eighteen dogs with chronic diarrhea (CDG) and 18 healthy control
dogs (HG).

Methods: In this prospective, case-control study, fecal samples were submitted to
3 commercial laboratories for fecal culture. The microbiota was assessed using PCR
assays. Dogs receiving antimicrobials were excluded.

Results: Dysbiosis index was significantly increased in CDG (mean, 0.9; SD, 3.8; 95%
confidence interval [Cl], —1.0; 2.8) compared to HG (mean, —-3.0; SD, 2.8; Cl, —-4.3; —1.6;
P = .0002), whereas cultures from all laboratories failed to detect significant differences
(P = .66, .18, and .66, respectively). Hemolytic Escherichia coli was the only potential
enteropathogen on culture, but no significant difference was found between CDG and
HG. For diagnosis of dysbiosis, culture showed no agreement with DI (L1, k = —0.21; Cl,
-0.44; -0.02; L2, k = -0.33; Cl, —0.58; —0.08; L3, x = —0.25; Cl, —0.39; —0.11). Further-
more, variability among the 3 laboratories was high (L1/L2, x = 0.15; Cl, —0.05; 0.35;
L1/L3, k = -0.08; Cl, -0.01; -0.16; L2/L3, k = -0.06; Cl, —0.33; -0.20).

Conclusions and clinical importance: Fecal cultures failed to distinguish between dis-
eased and healthy dogs, and a high level of interlaboratory variation for culture was
found.

KEYWORDS

antibiotic, canine, chronic enteropathyEscherichia coli, interlaboratory

Abbreviations: CDG, chranic diarrhea group; DI, dysbiosis index; HG, healthy group; L1,
diagnostic laboratory 1; L2, diagnostic laboratory 2: L3, diagnostic laboratory 3.
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1 | INTRODUCTION

Culture-based assessment of feces is a diagnostic tool that should be
used to identify specific or opportunistic enterpathogenic bacteria (eg,
Salmonella spp., Campylobacter jejuni, specific enteropathogenic
Escherichia coli strains, Yersinia spp., Clostridium perfringens, Clostridium
difficile) and fungi in animals showing clinical signs associated with
infectious acute or chronic diarrhea.’® Several commercial veterinary
diagnostic laboratories offer fecal culture as a tool to assess microbial
composition (ie, growth of gram-negative and gram-positive flora)
and, furthermore, to provide treatment recommendations based on
their own interpretation of normobiosis and dysbiosis. Doing so is
problematic, because aerobic culture-based methods do not ade-
quately represent the mostly anaerobic intestinal microbiota. Several
limitations are associated using fecal culture to diagnose the cause of
diarrhea, such as lack of standardization with regard to sampling tech-
nique (eg, amount of feces), shipping (eg, chilled vs. room tempera-
ture), and methodology (eg, culture media, subsampling, dilution error,
method used to count colonies) among different laboratories. However,
it should be implicit that submission of a fecal sample to a diagnostic
laboratory is a request to confirm the diagnosis of an infectious disease.
Fecal cultures should not be submitted to infer what constitutes normal
versus abnormal feces, especially in dogs with chronic diarrhea. In addi-
tion, the diagnostic value of fecal cultures in dogs with chronic diarrhea
without signs of systemic inflammation is questionable,* especially
because putative bacterial enteropathogens frequently are isolated
from healthy dogs.*” Thus, the clinical utility of this method for identi-
fying potentially enteropathogenic bacteria in dogs with chronic diar-
rhea is unclear.

Novel molecular genetic-based tests have been developed to
assess the microbiota and have identified complex bacterial communi-
ties in the intestine of dogs. Compositional changes in the microbiota
have been documented in dogs with chronic enteropathies and may
play a role in the pathogenesis of the disease.>* Some of these molec-
ular genetic-based tests for dysbiosis are rapid PCR-based methods
and represent promising tools for assessment of dysbiosis in dogs
with chronic diarrhea,’®**

Chronic diarrhea in dogs has been defined as having a duration of
23 weeks.'? The first stage of the diagnostic evaluation usually aims to
rule out extraintestinal diseases and parasites.'*'? Although imaging
and histopathological evaluations frequently are restricted to patients
with severe clinical signs, gastrointestinal protein loss, or suspicion of
neaplastic infiltration or invasive infectious agents, fecal cultures some-
times are included in the first routine evaluation of these cases. More
specifically, clinicians frequently submit fecal samples for cost-intensive
“fecal culture profiles”, although studies evaluating the diagnostic utility
of fecal cultures in dogs with chronic diarrhea are lacking.*

We hypothesize that the diagnostic value of fecal culture profiles
in dogs with chronic diarrhea is questionable. Thus, we aimed to
(1) compare the results of fecal cultures and the interpretations pro-
vided by 3 diagnostic laboratories in dogs with chronic diarrhea and
healthy control dogs; (2) compare these results to the interpretation
of the PCR-based dysbiosis index (DI) to verify dysbiosis; and (3) to

assess interlaboratory variability in bacterial and fungal cultures
among 3 commercial laboratories (diagnostic laboratory 1 [L1], diag-
nostic laboratory 2 [L2], diagnostic laboratory 3 [L3]).

2 | MATERIAL AND METHODS

21 | Animals

Our study was designed as a prospective, case-control (1:1) trial
and was approved by the animal care and use committee
(Ethikkommission) of the Centre for Clinical Veterinary Medicine
LMU, Munich (reference 156-07-02-2019).Two groups of 18 dogs
each were included in the study, 1 consisted of dogs with chronic
diarrhea (CDG) and 1 of dogs without clinical signs serving as controls
{HG). All dogs were recruited between February and November 2019
by the same clinician (MW). Dogs of either sex, neuter status, body
weight, and at least 1 year of age were included. The HG included
dogs presented for vaccination or annual health checkups and these
dogs had no clinically relevant history or findings on physical examina-
tion. Exclusion criteria for HG were gastrointestinal signs or adminis-
tration of antimicrobials or probiotics during the last 4 weeks before
presentation. Only dogs with diarrhea of a minimum duration of
3 weeks were enrolled into the CDG. Exclusion criteria for CDG were
administration of antimicrobials or probiotics during the 4 weeks
before to presentation, clinical, or laboratory findings suggesting the
necessity of antimicrobial treatment (rectal temperature > 39.0°C
[102.2 °F], white blood cell count <5 x 10°/L or >20 x 10°/L, and
band neutrophils >1.5 x 10%/L), suspicion or documentation of neo-
plastic infiltration of the intestine, and moderate to severe hypo-
albuminemia {<2.3 g/dL). The clinical history of all dogs (HG and CDG)
was recorded by using a standardized protocol with specific questions
regarding the onset of diarrhea (CDG), fecal quality, number of defe-
cations per day, vomiting, appetite, current treatment and previous
treatment, other concurrent diseases, diet, and current dietary
changes. The diagnostic evaluation in the CDG consisted of a CBC
(in all dogs), serum biochemistry profile (ie, alanine aminotransferase,
alkaline phosphatase, creatinine, urea nitrogen, total protein, albumin,
glucose, sodium, potassium, chloride, phosphate, total calcium; all
dogs), serum cobalamin and folate concentrations (14/18 dogs), basal
serum cortisol concentration or adrenocorticotropin hormone stimula-
tion test (14/18 dogs), fecal flotation (17/18 dogs), Giardia spp. ELISA
(16/18 dogs), and abdominal ultrasound examination (16/18 dogs).

2.2 | Sample collection

Maturally passed feces from each dog were collected by the owner on
the day of presentation. Fecal samples were mixed and immediately
divided into 4 equally sized aliquots for fecal culture at 3 different
commercial reference laboratories as well as microbiota analysis by
quantitative PCR (qPCR), respectively. Fecal samples for culture were
submitted to the 3 laboratories according to their instructions:
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samples were sent on the same day to L1 and L2 by courier, and to L3
by regular mail. The aliquots for molecular genetics-based microbiota
analysis were frozen at —80°C and were sent as a batch on dry ice to
the Gastrointestinal Laboratory at Texas A&M University at the end
of the study period. No information about the dogs' history was pro-

vided to any of the laboratories at the time of submission.

23 | Fecal culture

Each laboratory offered its unique test panel. Thus, the included tests
and microbiological methods varied among the laboratories and were
not standardized. The following diagnostic tests were offered at all 3 lab-
oratories as part of their routinely offered “fecal culture profile™: bacte-
riology (aerobically incubated), mycology, and specific testing for
obligate and facultative pathogenic bacteria (Salmonella, Campylobacter
spp., and Yersinia spp.). Laboratory 1 additionally performed a clostridial
culture as part of its fecal profile. All 3 laboratories provided their own
interpretation of test results (eg, “presence of abnormal flora™ or “detec-
tion of pathogenic isolates™ or both). Laboratory 1 and L2 subdivided
the interpretation of the results into gram + and gram - spectrum of bac-
teria based on general microbiological nomenclature. Table 52 summa-

rizes all results of tests performed for each individual dog.

24 | Microbiota analysis

24.1 | DNA extraction

The DNA was extracted from an aliquot of 100 mg of each fecal sam-
ple using a MoBio Power soil DNA isolation kit (MoBio Laboratories,
Carlsbad, California) according to the manufacturer's instructions. The
bead-beating step was performed on a homogenizer (FastPrep-24;
MP Biomedicals, Santa Ana, California) at a speed of 4 m/s for
60 seconds. Fecal DNA was frozen at —80°C until further analysis.

242 | Quantitative PCR

The abundances of total bacteria and 7 bacterial taxa l(ie,
Faecalibacterium spp., Turicibacter spp., Streptococcus spp., E. coli,
Blautia spp., Fusobacterium spp., and Clostridium hiranonis), which had
been identified as being altered in dogs with gastrointestinal disease
in previous studies, were quantified by specific gPCR assays. The
results were used to calculate the previously described DI using a
mathematical algorithm.'® The technique, containing the oligonucleo-
tide sequence of the primers and the annealing temperatures, has
already been described in detail elsewhere.'® A DI <0 indicates
normobiosis, whereas a DI 22 indicates dysbiosis, and values between
0 and 2 are considered equivocal. The abundances of C. perfringens
165 rRNA and C. perfringens enterotoxin genes in feces were quanti-
fied by qPCR assays using previously reported oligonucleotide primers
and assay conditions.’> The PCR conditions were 95°C for
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20 seconds, 40 cycles at 95°C for 5 seconds, and 10 seconds at the
optimized annealing temperature. For probe-based assays, the master
mix consisted of 10 uL of TagMan reaction mixtures, consisting of
5 pL of TagMan Fast Universal PCR master mix (2x), No AmpErase
UNG (Applied Biosystems, Foster City, California), 0.4 uL of each
primer (concentration, 400 nM), 0.2 pL of the probe (concentration,
200 nM), 1pL of 1% bovine serum albumin (BSA; concentration,
0.1%), 1 pL of water, and 2 uL of DNA (1:10 or 1:100 dilution). For
N',N'-dimethyl-N-[4-[(E)-(3-methyl-1,3-benzothiazol-2-ylidene)methyl]
-1-phenylquinolin-1-ium-2-yl]-N-propylpropane-1,3-diamine-based
(SYBR) assays, PCR procedures ran at 95°C for 2 minutes, 40 cycles
at 95°C for 5 seconds, and 10 seconds at the optimized annealing
temperature with 10 uL of SYBR-based reaction mixtures consisting
of 5 pL of SsoFast EvaGreen supermix (Biorad Laboratories, Hercules,
California), 0.4 pL of each primer (concentration, 400 nM), 1 pL of 1%
BSA (concentration, 0.1%), 1.6 pL of water, and 2 pL of DNA (1:10 or
1:100 dilution). The oligonucleotide sequences of the primers, probes,
and the annealing temperatures are presented in Table 51.

2.5 | Statistical analyses

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism (GraphPad
Prism ¢7.0, GraphPad Software, San Diego, California) and a web-based
program for calculating Cohen's kappa and weighted kappa values
(https://www.graphpad.com/quickcalcs/kappal/). The distribution of
data was tested using the D'Agonisto-Pearson omnibus normality test.
The association of categorical variables (ie, sex, gram-positive or gram-
negative bacteria, or hemolytic or mucoid growing E. coli, Proteus
mirabilis, Klebsiella spp., Acinetobacter johnsonii, alpha-hemoalytic Strepto-
coccus spp., aerobic spore-forming bacteria, Enterococcus spp., fungal, or
Clostridia spp. between CDG and HG) and group (CDG or HG) were
assessed using Fisher's exact test. Differences in continuous variables
(ie, age, weight, DI, abundances of Faecalibacterium spp., Turicibacter
spp., Streptococcus spp., E. coli, Blautia spp. Fusobacterium spp.,
C. hiranonis, total bacteria, C. perfringens, and C. perfringens enterotoxin
gene) between CDG and HG were evaluated using an unpaired t test or
the Mann-Whitney U test depending on their distribution.

The agreement in classifying the fecal microbiota as normobiotic
and equivocal or dysbiotic by the DI and the 3 laboratories each (ie,
abnormal vs normal microbiota, presence of growing gram-negative/
gram-positive microbiota, hemolytic E. coli) was evaluated using
Cohen's kappa (k) coefficient.!® For culture results with >2 categories
(eg, mycology) a weighted kappa was calculated. The interpretation of
Cohen's kappa coefficient can be found in the legend of Table 2.

3 | RESULTS

3.1 | Study population

Thirty-six dogs (CDG, n = 18; HG, n = 18) were included in the study.

Frequency of breed, sex, body weight, and age did not differ between
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TABLE 1 Demographics of dogs with chronic diarrhea and healthy control dogs
CDG (n = 18) HG (n = 18) P value
Sex 10 male, 8 females 6 male, 12 females 31
Neutered/intact ~ 5/13 9/9 31
Breeds Mixed breed (4), Australian Shepard dog (1), Bracke (1), Mixed breed (4), Labrador Retriever (3), Border Collie (2),
Cavalier King Charles Spaniel (1), Chow-Chow (1), Dachshund (2), Dobermann Pinscher (2), Beagle (1),
Dalmatian (1), German Shepard dog (1), Magyar Vizsla Bearded Collie (1), Chihuahua (1), German Shepard
(1), Maltese (1), Miniature Pinscher (1), Pug (1), Small Dog (1), Goldendoodle (1)
Muensterlaender (1), Standard Poodle (1), Standard
Schnauzer (1), Whippet (1)
Median Range Median Range
Body weight (kg)  14.5 2.7-30 20.6 3.5-33.3 .27
Age (years) 50 1.0-12.0 3.0 1.0-10.0 .16

Abbreviations: CDG, chronic diarrhea group; HG, healthy group; n, number of dogs.

Laboratory Laboratory Level of agreement Ci

DI L1 k=-0.21 -044; -0.02
DI L2 k=-0.33 -0.58; -0.08
DI L3 k=-0.25 -0.39; -0.11
L1 L2 k=015 -0.05; 0.35
L2 L3 k=-0.06 -0.33;0.20
L1 L3 k=008 -0.01;0.16

TABLE 2 Comparison of agreement
of microbiota analysis and fecal cultures
between individual laboratories

Level of agreement
Disagreement
Disagreement
Disagreement

Poor agreement
Disagreement

Poor agreement

Note: Interpretation of Cohen's kappa (k) value: x < O: disagreement; O < x = 0.4: poor agreement;

0.4 < x > 0.75: fair to good agreement; x > 0.75: strong agreement.

Abbreviations: Cl, confidence interval; DI, dysbiosis index; L1, diagnostic laboratory 1; L2, diagnostic

laboratory 2; L3, diagnostic laboratory 3.

CDG and HG (Table 1). In CDG, the median duration of diarrhea was
13.5 (range, 1-96) months. Owners described soft stool quality in
9/18 (50%), watery diarrhea in 9/18 (50%), and intermittent hem-
atochezia in /18 (33%) dogs. The number of defecations per day was
increased (>3 times per day) in 11/18 (61%) dogs. Seven of 18 (39%)
dogs had additional chronic vomiting and 4/18 (22%) had decreased
appetite. Six of 18 (33%) dogs received a commercial diet, 5/18 (28%)
a hydrolyzed protein diet, 4/18 (22%) a commercial single protein/sin-
gle carbohydrate diet, and 3/18 (17%) a home-cooked diet. Six of
18 dogs (33%) received medication at the date of presentation (lev-
othyroxine PO [n = 2], pancreatic enzymes PO [n = 1], pantoprazole
PO [n = 1], prednisolone PO [n = 1], oclacitinib PO [n = 1], omeprazole
PO [n = 1], metamizole PO [n = 1], cobalamin supplement PO [n = 1]).
Drugs and dietary supplements (excluding antimicrobials) that the
patients received in the 2years before presentation included:
fenbendazole PO, toltrazuril PO, probiotic PO, metamizole PO, omep-
razole PO, maropitant PO, prednisolone PO, pantoprazole PO,
tramadol PO, meloxicam PO, and cyclosporin PO. Antimicrobials that
were administered to the dogs at least 2 months before presentation
were: metronidazole PO (%/18 in total: 1/18, 2 months; 2/18,
3 months; 3/18, 4 months; 1/18, 7 months; 1/18, 12 months; and
1/18 24 months before sample collection), amoxicillin-clavulanic acid
PO (2/18; 2 and 10 months previously), and trimethoprim-sulfonamide

PO (1/18; 3 months previously). Concurrent diseases in CDG included
dermatological disorders (2/18), hypothyroidism (2/18), and orthope-
dic problems (1/18).

3.2 | Comparison of microbiota analysis by qPCR
between CDG and HG

The DI was significantly higher (P = .0002) in CDG (mean, 0.9; SD, 3.8;
95% Cl, —1.0; 2.8) in comparison to HG (mean, —3.0; SD, 2.8; CI, —-4.3;
—1.6; Figure 1). An increased DI (> 2) was found in 44% (8/18) of the
dogs of the CDG and in 6% (1/18) of the HG. The abundance of
Faecalibacterium (P = .01) and Fusobacterium (P = .03) was significantly
decreased in the CDG in comparison to the HG (Figure 1), whereas
abundances of Turicibacter, Streptococcus, E. coli, Blautia, and
C. hiranonis were not significantly different between CDG and HG. All
dogs with a decreased abundance of C. hiranonis in both groups had a
DI > 2. Only 1 of the CDG dogs with DI > 2 had a normal abundance
of C. hiranonis, but in this dog Streptococcus was increased (Figure 1).
Polymerase chain reaction was performed for C. perfringens and C. per-
fringens enterotoxins genes, but no difference between CDG and HG
could be identified. Clostridium perfringens was found in 16/18 (89%)
dogs of CDG and in all dogs (100%) of the HG.
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FIGURE 1 Dysbiosis index. This figure shows the dysbiosis index, A, and the abundances of Faecalibacterium, B, Fusobacterium, C,
Streptococcus, D, Blautia, E, Escherichia coli, F, Turicibacter, G, and Clostridium hiranonis, H, in dogs with chronic diarrhea (CDG) and healthy control
dogs (HG). Dots show individual dogs, bars show the means for each group. The reference intervals are shaded in grey. In A, green dots represent
dogs with a decreased abundance of Clostridium hiranonis. A dysbiosis index <0 indicates normobiosis. A dysbiosis index above 2 indicates

dysbiosis. The interval between 0 and 2 is defined as equivocal

33 |
and HG

Comparison of fecal cultures between CDG

Fecal culture results from all 3 laboratories were not significantly dif-
ferent between CDG and HG. The tests offered, the results, and their
interpretation differed among the 3 laboratories and, therefore, main
findings are presented for each laboratory separately. The term “nor-
mal or abnormal microbiota™ was used as interpretation by the labora-
tories themselves when the results of cultures were reported.
Laboratory 1 (L1) reported “abnormal microbiota™ in 14/18 dogs
of CDG and in 16/18 dogs of HG (P = .66; Figure 2). Gram-negative
bacteria were not found in 2 dogs of each group. Gram-positive bac-
teria could not be cultured in 3 dogs from each group. The only identi-
fied bacteria considered as potential enteropathogen by the
laboratory was hemolytic E. coli in 4/18 CDG and 8/18 HG dogs
(P = .29; Figure 3). Only L1 tested for anaerobic bacterial growth.

Clostridium spp. (>1 million colony forming units/g) was found in 8/18
of CDG and in 10/18 of HG. All reported bacterial groups are summa-
rized in Table 3. Unrequested susceptibility testing for antimicrobials
was routinely provided for 6 different bacterial isolates (ie,
Acinetobacter spp., Buttiauxella ferragutiae, hemoalytic E. coli [not in
cases with a low growth rate], mucoid growing E. coli, Enterobacter clo-
acae, and Klebsiella variicola).

Laboratory 2 (L2) interpreted the bacterial microbiota as “abnor-
mal” in 5/18 dogs of CDG and 10/18 dogs of HG (P = .18; Figure 2).
Gram-negative bacteria were present in 16/18 dogs of each group.
Gram-positive bacteria were cultured in 17/18 dogs of CDG and
12/18 dogs of HG. Hemolytic growing E. coli were documented in
2/18 dogs of CDG and 4/18 dogs of HG (P = .66; Figure 3). No other
potential enteropathogens were isolated from any of the samples.

Laboratory 3 (L3) reported “abnormal microbiota” in 4/18 dogs of
CDG and 2/18 dogs of HG (Figure 2; P = .66) Hemolytic E. coli were
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FIGURE 2 Fecal culture interpretation. Interpretations of the

fecal culture results for dysbiosis given by the 3 commercial
laboratories in dogs with chronic diarrhea (CDG) and healthy control
dogs (HG). There was no significant association between the
interpretation provided by each laboratory and group (CDG or HG)
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FIGURE 3 Growth of hemolytic Escherichia coli. Comparison of
growth of fecal hemolytic E. coli reported by 3 different commercial
laboratories in dogs with chronic diarrhea (CDG) and healthy control
dogs (HG). There was no significant association between the growth
of hemolytic E. coli as reported by each laboratory and group (CDG
or HG)

TABLE 3 Bacterial isolates reported by laboratory 1 in dogs with
chronic diarrhea and healthy control dogs

n (CDG) n (HG) Bacterial isolate P value

0 2 Acinetobacter spp. 49

5 6 Aerobic, spore-forming bacteria >99

6 7 Alpha-hemolytic Streptococcus spp. >99

1 0 Bacillus cereus >.99

1 0 Buttiauxella ferraguti >.99

8 10 Clostridium spp. 74

1 Enterobacter cloacae >.99

8 7 Enterococcus spp. >.99

16 16 Escherichia coli >.99

4 8 Hemolytic E. coli .29

1 1 Mucoid growing E. coli >.99

1 1 Kiebsiella spp. >.99

2 1 Proteus mirabilis >.99

1 0 Pseudomonas spp. >99

0 1 Staphylococcus epidermidis >.99

Abbreviations: CDG, chronic diarrhea group; HG, healthy group.

found in none of the HG and only in 1 dog of CDG (P > .99) and for
this strain a sensitivity testing for antimicrobials was provided
(Figure 3). As was the case for L2, no other enteropathogens were
found by L3.

Fungal culture showed no significant difference in any variable
between HG and CDG for any of the 3 laboratories. Fungal organisms
were cultured in 4/18 (CDG) and 1/18 (HG) by L1 (P = .34), none of
the samples by L2 (P > .99), and 3/18 (CDG) and 1/18 (HG) by L3
(P = .60; Table 4).

34 | Comparison of interpretation of microbiota
analysis and fecal cultures among individual
laboratories

For the following evaluation, all dogs in both groups were analyzed
collectively. The overall assessment of “abnormal intestinal micro-
biota™ for any of the 3 laboratories did not agree with the DI. Overall
levels of agreement between each laboratory and the DI are shown in
Table 2.

Agreement between L1 and L2 for the growth of gram-negative
bacteria was fair to good (x = 0.44; Cl, —0.02; 0.89), but there was a
disagreement on the growth of gram-positive bacteria (x = —0.22; Cl,
—0.34; -0.10). Laboratory 3 provided no results on the growth of
gram-positive or gram-negative bacteria.

Agreement on growth of hemolytic E. coli results was fair to good
between L1 and L2 (x = 0.57; Cl, 0.29; 0.85), poor between L1 and L3
(k = 0.11; Cl, —0.09; 0.31), and there was overall disagreement
between L2 and L3 (x = —0.05; CI, —0.14; —0.04).

Assessment of fungal cultures showed disagreement or poor
agreement among the 3 laboratories (L1 and L2: k = 0.00; CI, 0.00;
0.00; L1 and L3: ¥ = 0.28; Cl, -0.07; 0.63; L2 and L3: x = 0.00; CI,
0.00; 0.00), and there was also poor agreement for the presence of
Candida spp. (L1 and L2: weighted x = 0.00; L1 and L3: weighted
k = 0.33; L2 and L3: weighted x = 0.00).

4 | DISCUSSION

The objective of our prospective clinical trial was to compare the
results of fecal cultures with the DI in dogs with chronic diarrhea. An
important aspect is that the DI assesses the composition of the micro-
biota, whereas culture as performed and interpreted by the 3 laborato-
ries attempted to both assess the microbiota as well as document the
presence of enteropathogenic bacteria. Assessing microbiota compo-
sition based on culture should, however, not be the diagnostic method
of choice to assess dysbiosis because of the limitations stated in the
introduction. Nevertheless, offering fecal culture for this purpose is
still common practice in several veterinary diagnostic laboratories.
Our study did not detect any significant differences in commercial
fecal culture results in dogs with chronic diarrhea compared to healthy
dogs. Furthermore, agreement on the interpretation of normobiosis vs

dysbiosis was found to be poor among the 3 laboratories. No putative
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TABLE 4 Results of fungal cultures
of dogs with chronic diarrhea and healthy
control dogs Isolate

No growth

Candida spp. (mild)
Candida spp. (moderate)
Candida spp. (severe)

Geotrichophythum sp.

£

Vetariaey Intarnal Medicine

Laboratory 1 Laboratory 2 Laboratory 3
n (CDG) n (HG) n (CDG) n (HG) n (CDG) n (HG)
14 17 18 18 15 17
2 1 - - - -
1 - - - 1 1
1 - - - 1 -
- - R 1 R

Abbreviations: CDG, chronic diarrhea group; HG, healthy group; n, number of dogs.

bacterial pathogens could be detected in any dog except hemolytic
E. coli and the clinical relevance of this finding must be questioned
because of the similar and often higher isolation rates in dogs of the
HG. These findings raise the question as to whether routine fecal cul-
ture testing is of any use in dogs with chronic diarrhea.

The DI is a qPCR-bhased tool and has been used to assess fecal
dysbiosis in dogs with chronic oenternpath;.','lo'17 dogs with acute
diarrhea,"®"? and healthy dogs after antimicrobial administration.*®2%2*
As shown in previous studies, a significant difference in the occurrence
of dysbiosis was found between dogs in the CDG and the HG, with
8/18 dogs in the CDG havinga DI > 2.

The etiology of chronic diarrhea in dogs is poorly understood but
is presumed to be multifactorial. Several studies suggest a critical role
of the intestinal microbiota,**? and dysbiosis has been described in
human and canine patients with chronic enteropathies (CE).?*?* Doc-
umentation of changes in the intestinal microbiota is important,
because dysbiosis is considered a factor in the pathogenesis of CE.2*
Alterations in the intestinal microbiota can lead to functional changes,
such as a decrease in short-chain fatty acids'” and abnormal bile acid
metabolism.®2%?% For example, secondary bile acids have local and
systemic anti-inflammatory properties and are an important driver of

27 In the colon, primary bile acids are

a healthy gut metabolism.
converted to secondary bile acids. The main converter of bile acids in
dogs is C. hiranonis.'®?%?¢ Decreased abundance of C. hiranonis leads
to lack of conversion of primary to secondary bile acids, which is asso-
ciated with an increased DI.'%'¥2%2¢ Decreased numbers of
C. hiranonis also were associated with a lower fecal concentration of
secondary bile acids and with an increased abundance of E. coli.?” In
our study, all dogs with decreased abundance of C. hiranenis had a
DI > 2, including 8/18 in CDG and 1/18 in the HG. The latter dog had
no signs of gastrointestinal disease and no medication history before
sample collection. This finding suggests that a small subset of clinically
healthy dogs can have subclinical dysbiosis. Interestingly, after 1 year
this dog developed chronic diarrhea. Therefore, long-term studies are
warranted to evaluate the effect of dysbiosis on developing chronic
gastrointestinal signs and the potential role of DI as an early marker
for chronic gastrointestinal disease.

Abundances of Faecalibacterium and Fusobacterium were de-
creased in some of the dogs of CDG. Decreased Faecalibacterium is a
consistent finding in dogs and people with CE and gained attention
because of their ability to secrete anti-inflammatory peptides in
in vitro studies.2®2? Although, most of the time, the causal

relationship between dysbiosis and disease remains unclear, it seems
important to recognize intestinal dysbiosis so as to incorporate this
information into individual treatment strategies. Besides treatment of
the underlying disease process in dogs with CE (eg, food-responsive
disease, immune-mediated inflammation), restoration of the normal
microbiota might be useful as an adjunctive treatment.

The culture results of all 3 laboratories failed to detect any differ-
ence between CDG and HG. The definition of an “abnormal micro-
biota” wvaried broadly among the laboratories and none of the
laboratories provided information about their diagnostic criteria, thus
emphasizing that a clear consensus is lacking when using fecal culture.
Laboratory 1 routinely gave unrequested detailed information about
the isolates identified and suggested a dysbiotic state in all but 2 of
the HG dogs and in all but 4 of the CDG dogs. In comparison, L2 and
L3 concluded dysbiosis less frequently in both groups of dogs. Surpris-
ingly, more dogs with an interpretation of “abnormal microbiota™ were
reported in the HG compared to the CDG by both L1 and L2. This
finding is in contrast to the results of the DI and to observations from
studies showing that changes in the microbiota are associated with CE
but usually not present in healthy individuals. Hemolytic E. coli were
the only identified bacteria considered as facultative pathogens. His-
torical data suggest that the ability of E. coli to hemolyze erythrocytes
is linked to different virulence factors, and these isolates can be the
causative agent in extraintestinal diseases (eg, urinary tract infections,
wound infections).***' However, hemolytic E. coli are part of the nor-
mal intestinal microbiota of healthy individuals and the pathogenic
role of hemolytic E. coli strains in CE is not clear.?? Moreover, none of
the laboratories provided information on what specific hemolytic
E. coli strain was present and whether it was a pathogenic isolate or
not. Other classic enteropathogens, such as Salmonella spp., thermo-
philic Campylobacter spp., and Yersinia enterocolica were not found in
any of the samples, which support the idea that enteropathogens do
not play a major role in dogs with CE.

Laboratory 1 and L3 provided unrequested antimicrobial suscepti-
bility testing for hemolytic E. coli as part of the fecal panel. Sensitivity
testing was based only on selected isolates found on the agar plates.
Thus, it does not reflect the resistance pattern of all (hemolytic) E. coli
in the intestines. Unjustified antibiotic usage can lead to a higher pro-
portion of resistant E. coli isolates in canine feces.'? By providing sen-
sitivity testing of facultative enteropathogens in dogs with chronic
diarrhea, veterinarians might get the impression that antibiotics are
indicated in these cases. However, antibiotic treatment should not be
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based on fecal culture findings. Specialists in veterinary gastroenterol-
ogy strongly suggested in a recent proposal for rational antibacterial
use in dogs with chronic diarrhea that antibiotics should be reserved
for those dogs with evidence of true infection (ie, signs of systemic
inflammatory response syndrome or evidence of adherent-invasive
bacteria in intestinal biopsy samples).>?
based on fecal culture results likely contributes to the spreading of

Untargeted use of antibiotics

resistant bacteria and stands in contrast to principles of responsible
antibiotic stewardship,3+3°

Laboratory 1 and L2 separated between gram-positive and gram-
negative bacteria based on general microbiological nomenclature in
their results. Interestingly, both laboratories found no gram-negative
bacteria in 8 dogs, but were in agreement only in 2 of these dogs. Lab-
aratory 1 failed to detect any gram-pasitive bacteria in 7 dogs, and L2
in 6 dogs. Both laboratories only agreed for 1 dog. Two dogs in L2
and 1 dog in L1 had neither a gram-positive nor a gram-negative culti-
vatable microbiota (all belonged to the HG). Primarily aerobically
growing bacteria (eg, Enterococcus as part of the gram-positive
microbiota and Enterobacteriaceae, such as E. coli, as part of the
gram-negative microbiota) are cultivated in routine fecal cultures.®*®
However because of sequencing techniques, it is known that strictly
anaerobic bacteria predominate in the intestinal microbiota. Thus, fail-
ing to culture anaerobic bacteria from fecal cultures leads to an inade-
quate representation of the overall composition of the intestinal
microbiota.®**! Our results emphasize that the absence or presence
of cultivable microbiota impedes assessment of the composition of
the intestinal microbiota.

Laboratory 1 identified increased growth of Clostridium spp. in

50% of the samples, which was defined as “abnormal” by the labora-
tory itself. According to literature, this percentage is considered low,
because with appropriate sample handling and culture techniques
C. perfringens can be identified in feces of 80% healthy dogs.***® Clos-

h.** Under aerobic

tridium spp. are characterized by anaerobic growt
conditions, which are usually present during transportation and ship-
ping of fecal samples, certain clostridial strains can form spores within
minutes, which can require specialized culture methods to induce
germination. Thus, the presence of Clostridia spp. might be under-
estimated by culture.***> There was no difference in Clostridium-
positive samples between CDG and HG. The relevance of clostridial
growth in dogs with intestinal disease is questionable, because it is
not the presence of clostridial species, but the presence of certain
enterotoxins that likely plays a pathogenic role (eg, in acute hemor-
rhagic diarrhea syndrome), and is associated with clinical signs.*¢*®

In comparison, PCR detected the C. perfringens 165 rRNA gene in
all except 2 samples. Samples from dogs of the CDG did not have a
higher abundance of the gene compared to HG. Thus, our findings fur-
ther support the notion that clostridial strains, in general, and
C. perfringens, in particular, are considered unlikely to have played a role
in the pathogenesis of chronic diarrhea in the present study population.

Aerobic fungi were only isolated from a few samples, with the
majority consisting of Candida spp, and no difference was found
between CGD and HG. This finding is consistent with recent molecu-
lar genetic-based investigations that documented a similar abundance

of Candida spp. in fecal samples from dogs with acute diarrhea and
healthy dogs.*? Studies in humans showed that the fungal microbiota
might play a role in CE®® and thus the inability of fungal culture to dis-
cern a difference between groups in our study is concerning.

Significant disagreement was found among laboratories in the
interpretation of abnormal microbiota. Factors that explain differ-
ences could include random errors, a systematic bias of the analytical
procedure, application errors within the laboratories, interpretation
errors, and preanalytical (including transport) errors,®1:52 Transporta-
tion of samples differed and was based on the instructions provided
by the individual laboratories. Moreover, bias could be caused by dif-
ferent subsampling methods, which can either take place in the clinic
by dividing samples or in the laboratory.>® Furthermore, differences in
culture methods among laborataries potentially could have a substan-
tial impact on culture results.

Establishing guidelines for adequate sample handling and shipping
conditions would be essential for reproducible results. However, even
if these procedures were to be standardized, definition of dysbiosis
based on culture methods is not defined and primarily based on indi-
vidual subjective interpretation. Consequently systematic bias could
occur among different microbiologists.

Agreement between fecal culture results and DI generally was poor.
The DI was significantly different between healthy and diseased individ-
uals, whereas in contrast, fecal cultures did not show such a difference.

Our study had some important limitations. First, it was not possible
to assess the laboratories’ agreement on the assessment of the presence
of enteropathogenic bacteria other than hemolytic E. coli, because these
organisms were not found in any of the samples. However, the results
do support that classic enteropathogens do not play an important role in
dogs with CE. Second, information about the microbiological methods of
the 3 commercial laboratories was not available. It can be assumed that
methodological differences among the laboratories existed, which limits
the direct comparability of results. However, an aim of the study was to
assess the agreement of culture results among different laboratories
from a clinical perspective, independent of their methods. Our findings
show that clinicians might receive different results depending on the lab-
oratory they choose. Third, it is difficult to define a gold standard for the
evaluation of dysbiosis. However, recent studies have indicated that the
results of the DI agreed well with more comprehensive sequencing
methods."®?° Moreover, our results suggest that the Dl is a relevant tool
to assess dyshiosis in dogs with CE and healthy dogs, comparable to
findings of previous studies.

Our results indicate that fecal cultures are not useful for identify-
ing dysbiosis of dogs with CE. In fact, interpretation of culture results
and routinely provided sensitivity testing for antibiotics can even be
misleading and result in unnecessary antibiotic treatment. Fecal cul-
ture should be reserved for detecting enteropathogens without giving

any recommendations on their treatment.
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Background: Despite limited evidence of efficacy, antibiotic treatment is still fre-

;:‘;it';:;'l“‘l’;‘:::;@mediz‘”i“he' Objective: To assess whether amoxicillin-clavulanic acid has a clinical benefit, an
effect on the fecal microbiome, and the proportion of amoxicillin-resistant Escherichia
coli in dogs with AD.

Animals: Sixteen dogs with AD of <3 days duration.

Methods: Prospective, placebo-controlled, double-blinded study. Clinical scores were
compared between client-owned dogs randomly assigned to an antibiotic (AG) or a
placebo (PG) group. The intestinal microbiome was analyzed using quantitative PCR
assays. Amoxicillin-resistant fecal E. coli were assessed semiquantitatively with micro-
biological methods.

Results: There was no difference in clinical recovery between treated dogs or con-
trols (CADS index day 10: AG group median: 2 (range: 1-3; CI [1.4; 2.6]); PG group
median: 1.6 (range: 1-3; Cl [1.1; 2.4]); P > .99). All dogs gained normal clinical scores
(CADS index <3) after 1 to 6 days (median 2 days) after presentation. There was no
significant difference in the fecal dysbiosis index (during treatment: AG mean —-2.6
(SD 3.0; CI [-5.1; 0.0)); PG mean -0.8 (SD 4.0; Cl [-4.2; 2.5]; P > .99) or its bacterial
taxa. The proportion of resistant fecal E. coli increased (to median: 100%; range: 35%-
100%) during treatment with amoxicillin-clavulanic acid and was still increased
(median: 10%; range 2%-67%) 3 weeks after treatment, both of which were

Abbreviations: AG, antibiotic group; AHDS, acute hemorrhagic diarrhea syndrome; CADS-Index, Canine Acute Diarrhea Severity Index; PG, placebo group.
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are signs of sepsis.

KEYWORDS

1 | INTRODUCTION

Diarrhea is a common reason for dogs being presented for veterinary
care with approximately 7% of the dogs presented in small animal prac-
tice showing diarrhea.' Uncomplicated acute diarrhea (AD) in dogs is
most frequently associated with dietary indiscretion, adverse reactions
to food, endoparasites, or transient uncomplicated bacterial/viral infec-
tions.2® In many cases the etiology cannot be identified. This is usually
not a problem, because clinical signs typically resolve spontaneously and
usually do not recur>*”? International guidelines recommend that in
dogs with diarrhea, antimicrobials should only be administered to dogs
manifesting systemic signs of illness.’®* Despite these recommenda-
tions, it is common that dogs with AD receive an untargeted, short-term
antibiotic course as first-line medication. Two surveys including 11 060
and 371 dogs performed in Europe showed that between 63% and 71%
of dogs with AD were treated with antimicrobials, respectively.*®*® Qur
study group previously evaluated the effect of amoxicillin-clavulanic acid
in dogs with acute hemorrhagic diarrhea syndrome (AHRD) without signs
of sepsis, and were unable to show a clinical benefit of antibiotic ther-
apy.”'® A second study in dogs with AHDS revealed that the additional
application of metronidazole to amoxicillin-clavulanic acid did not
improve the clinical outcome.'®

Antibiotic treatment can lead to various negative short-term
effects, such as vomiting, diarrhea, and anorexia.”?° Data from
human medicine suggest that dyshiosis induced by antimicrobials
is associated with an increased risk for developing asthma, post-
infectious irritable bowel syndrome and chronic enteropathies such as
Crohn's disease.?'"?* Antibiotics cause prolonged intestinal dysbiosis
and lead to changes in the microbial metabolism pathways in healthy
dogs and humans.?*?? Disruption of the intestinal microbiota as a
consequence of antibiotic use can lead to life-threatening Clostridiodes
difficile infections in humans.*® Furthermore, antibiotic treatment
leads to advantages in growth for resistant bacteria and provokes the
development of new resistance mechanisms.**3°

Although antibiotics have been routinely used in dogs with uncom-
plicated AD over decades, evidence-based studies documenting any clin-
ical benefit of antibiotic treatment in dogs are sparseaf’ and do not exist

Americ

significantly higher proportions than in the placebo group for both time points (during
treatment AG median 100% versus PG median 0.2% (P < .001); after treatment AG
median 10% versus PG median 0.0% (P = .002)).

Conclusions and Clinical Importance: Our study suggests that treatment with
amoxicillin-clavulanic acid confers no clinical benefit to dogs with AD, but predis-
poses the development of amoxicillin-resistant E. coli, which persist for as long as
3 weeks after treatment. These findings support international guideline recommenda-

tions that dogs with diarrhea should not be treated with antimicrobials unless there

antibiotic, antimicrobial, canine, diarrhea, resistance, sensitivity

for potentiated penicillins, which are frequently used as first-line antibi-
otic treatment. Thus, the aims of this study were to evaluate the clinical
benefit of amoxicillin-clavulanic acid, to evaluate the effect of the
amoxicillin-clavulanic acid on the intestinal microbiome, and the propor-
tions of resistant fecal Escherichia coli in dogs with uncomplicated AD.

2 | MATERIALS AND METHODS

21 | Animals
This study was designed as a prospective, double-blinded, random-
ized, placebo-controlled, trial. The study design was approved by the
ethical committee of the Centre for Clinical Veterinary Medicine
Ludwig-Maximilians-University, Munich (reference 68-19-05-2016).
An informed client consent form was signed by all owners. The dogs
were recruited between July 2016 and January 2018 by the same vet-
erinarian (MW) across 4 small animal clinics in Munich, Germany. The
randomization list was formed before start of the study through a
third person using a research randomizer available on the following
website: https://www.graphpad.com/quickcalcs/randomize1.cfm.
Dogs of either sex with acute nonhemorrhagic diarrhea between
5 and 40 kg bodyweight, and of at least 9 months of age were
enrolled into this study. Only dogs with a fecal consistency score of at
least 2 on the CADS-Index (Table 1) and a duration of gastrointestinal
symptoms of <3 days were enrolled. Exclusion criteria were the fol-
lowing: treatment with an antimicrobial within 30 days or treatment
with an anti-inflammatory drug within 7 days before presentation,
blood in feces, any signs of systemic inflammation (eg, rectal tem-
perature > 39.0°C [102.2 “F]), severe illness (eg, lethargic mental sta-
tus, moderate to severe abdominal pain), or significant dehydration
prompting hospitalization. These exclusion criteria were chosen to
define the disease as “uncomplicated,” thus only dogs that could be
treated as outpatients, were included.

The histories of all dogs were recorded in a standardized method
with specific questions regarding stress-related factors, diet, dietary
changes, feeding of treats, chronic illnesses, other diseases in the last
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Activity 0: Normal 1: Mild 2: Moderate
Appetite 0: Normal 1: Mild 2: Moderate
Vomiting 0: normal 1: 1x/d 2:2-3x/d
Fecal consistency 0: Normal  1: Moist, shaped  2: Pasty
Frequency of defecation ~ O: Normal  1:2-3x/d 2:4-5%/d

months before presentation, drug administration and timing of any
past diarrheic episode.

Diagnostic work-up in all dogs before inclusion consisted of a blood
count, serum chemistry profile (urea nitrogen, creatinine, SDMA, sodium,
chloride, potassium, phosphate, total bilirubin, ALT, ALP, gamma-GT,
AST, GLDH, total protein, albumin, globulin, glucose, alpha-amylase,
lipase, chalesteral, fructosamine, creatine kinase, LDH, calcium, magne-

sium, triglycerides), and a fecal flotation.

22 | Treatment

All dogs were randomly assigned to the antibiotic (AG) or the placebo
group (PG) by means of a computer-generated schedule. Dogs allocated to
AG group received capsules filled with amoxicillin-clavulanic acid per os at
12.5 to 25 mg/kg q12h and dogs allocated to PG group received capsules
filled only with the carrier substance lactose (300 mg per capsule) per os
q12h. Duration of treatment was 7 days in either group. For blinding pur-
poses, the capsules were indistinguishable between the 2 groups. Every
dog received a certain number of capsules according to the predefined
weight group. To ensure standardization, all dogs were treated with the
same symptomatic treatment: maropitant (Cerenia, Zoetis GmbH, Berlin,
Germany) as an antiemetic (1 mg/kg given once subcutaneously) and met-
amizole (Novaminsulfon, Ratiopharm, Ulm, Germany) as an analgesic
(30 mg/kg per os q8h for 2 days). All dogs were fed with the same gastro-
intestinal diet (Royal Canin Gastrointestinal wet or dry) for 7 days.

2.3 | Evaluation of treatment efficacy

Particular attention was paid to the clinical improvement over time. At
the day of presentation and inclusion into the study, defined as day O, all
dogs were evaluated with the canine acute diarrhea severity (CADS)
index (Table 1). Every following day, from day 1 to day 10, the score was
reassessed by the owner and documented in a diary. If dogs defecated
more than once per day, the fecal consistency score was calculated as
the average of all defecations of that day. To evaluate the difference
between groups, the CADS-Index of each day was compared between
AG and PG. Moreover, the time to normalization of fecal consistency

(score O or 1) was documented in every individual dog.

24 | Sample collection

Naturally passed fecal samples from each dog were collected by the
clinician on day O befaore starting the treatment, and by the owner on

TABLE 1 Scoring system of the

3: Severely decreased N N .
Canine Acute Diarrhea Severity Index

3: Severely decreased
3: > 3x/d

3: Watery diarrhea
3:> 5x/d

day 6 and day 30. Samples for fecal flotation (performed on days
0 and 6) and bacterial culture (performed on days 0, 6, and 30) were
processed within a few hours after collection (ie, <6 hours), whereas
aliquots for microbiome analysis (days 0, 6, and 30) were frozen at
—B80°C. These samples were sent for microbiome analysis on dry ice
to the Gastrointestinal Laboratory at Texas A&M University.

2.5 | Microbiome analysis

251 | DNA extraction

DNA was extracted from an aliquot of 100 mg of each fecal sample
using a MoBio Power soil DNA isolation kit (MoBio Laboratories)
according to manufacturer's instructions. The bead-beating step was
performed on a homogenizer (FastPrep-24; MP Biomedicals, Santa
Ana, California) for 60 seconds at a speed of 4 m/s. Fecal DNA was
stored at —80°C until further evaluation.

2.6 | Quantitative PCR (qPCR)

For chosen bacterial taxa (ie, Faecalibacterium spp., Turicibacter spp.,
Streptococcus spp., E. coli, Blautia spp., Fusobacterium spp., and Clos-
tridium hiranonis) and total bacteria, which are known to be altered in
dogs with gastrointestinal disease, individual gPCR assays were per-
formed and results used to calculate the recently described dysbiosis
index (DI).*” The method, including the oligonucleotide sequence of the
primers and the annealing temperatures were described elsewhere previ-
ously.>” A DI <0 reflects normobiosis, whereas a DI 22 dysbiosis, and
values between 0 and 2 are considered to be equivocal. The abundances
of Clostridium perfringens 165 rRNA gene, C. perfringens enterotoxin gene,
C. perfringens NetF gene, C. difficile 165 rRNA gene, and C. jejuni gene in
feces were analyzed by qPCR assays using the published oligonucleotide
primers and assays..%'41 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 contained
10 pL of TagMan reaction mixtures consisting of 5 uL of TagMan Fast
Universal PCR master mix (2x), No AmpErase UNG (Applied Biosystems),
0.4 plL of each primer (concentration: 400 nM), 0.2 pL of the probe (con-
centration: 200 nM), 1 pL of 1% bovine serum albumin (BSA, concentra-
tion: 0.1%), 1 pL of water, and 2 pL of DNA (1:10 or 1:100 dilution). For
SYBR-based assays, PCR procedures were performed at 95°C for
2 minutes, 40 cycles at 95°C for 5 seconds, and 10 seconds at the opti-
mized annealing temperature with 10 pL of SYBR-based reaction mix-
tures consisted of 5 pL of SsoFast EvaGreen supermix (Biorad
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Laboratories), 0.4 pL of each primer (concentration: 400 nM), 1 L of 1%
BSA (concentration: 0.1%), 1.6 pL of water, and 2 pL of DNA (1:10 or
1:100 dilution). The oligonucleotide sequences of the primers and pro-
bes, and the annealing temperatures can be found in Table S1.

2.7 | Evaluation of the proportion of resistant
fecal E. coli

One gram of feces was placed into a test tube and mixed with 9 mL of
phosphate buffered saline (PBS; pH = 7.0). The mixture was homoge-
nized for 5 minutes. The material was used in a 1:10 dilution series
with PBS. Each 100-pl aliquot of the dilutions was plated onto
MacConkey-Agar (MAC) plates containing no antibiotic and onto
MAC plates mixed with ampicillin at a concentration of 32 pg/mL
(MAC + AMP). This concentration was used based on the guidelines
of the Clinical & Laboratory Standards Institute. Isolates that grew on
MAC + AMP were considered to be cross-resistant to ampicillin and
amoxicillin. Plates were incubated for 20 to 24 hours at 37°C, and
E. coli isolates from both plates were identified by Matrix Assisted
Laser Desorption lonization Time-of-Flight Mass Spectrometry
(Bruker Microflex LT). The percentage of ampicillin-resistant E. coli
was calculated as follows: (number of isolates on MAC + AMP/
number of isolates on MAC) x 100. The detection limit was set to
100 cfu/g. Resistant bacteria growing on the MAC + AMP were puri-
fied, and resistance of the isolates was confirmed by ampicillin (which
is cross-resistant to amoxicillin) disk diffusion susceptibility testing.

28 | Statistical analyses
Power analysis determined that in order to detect a clinically relevant
difference of 2 points in the CADS-Index at day 3 between the AG
and the PG, at least 8 dogs per group had to be included (with an esti-
mated SD of 1.5, power of 80% and P < .05).

Statistical analyses were conducted with GraphPad Prism
(GraphPad Prism ¢7.0, GraphPad Software, San Diego, California).
Data were evaluated for normality by the D'Agonisto-Pearson omni-

bus normality test. Differences in laboratory variables between groups

A

Vetarnary|

were analyzed by unpaired t test with Welch's correction or the
Mann-Whitney U test. To avoid inflated type | error, Bonferroni cor-
rection was used. Differences in sex and last diarrheic event were
evaluated with the Mann-Whitney U test and the differences in the
variables age, bodyweight, duration of diarrhea, diet change, and
stressful event using an unpaired t test. The course of the CADS-
Index and those of individual variables, the DI, the included taxa
(Faecalibacterium spp., Turicibacter spp., Streptococcus spp., E. coli,
Blautia spp., Fusobacterium spp., and C. hiranonis), total bacteria,
C. perfringens, C. perfringens enterotoxin gene, C. perfringens NetF
toxin, and C. difficile were analyzed by Kruskal-Wallis test or ordinary
ANOVA-analysis (depending on normality) with Dunn's test for multi-
ple comparison as a posttest for comparison between the 2 groups.
The difference in the time to normalization of fecal consistency was

evaluated with the Mann-Whitney U test. Percentage of resistant
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FIGURE 1 Clinical evaluation of clinical signs according to the

canine acute diarrhea severity index (CADS index). The index includes
the variables activity, appetite, vomiting (times/day), fecal
consistency, and frequency of defecation (times/day). Each variable is
scored from O to 3, and the sum of scores yields a total cumulative
score. Dots show the mean, error bars show SD. No difference in the
CADS-Index on any day of the study period could be observed
between AG and PG (P > .99). AG, amoxicillin-clavulanic acid group;
PG, placebo group

TABLE 2  Baseline variables in dogs with diarrhea
AG(n=28) PG (n=8) P-value

Sex 4 male, 4 female 3 male, 5 female 88
Neutered/entire  5/3 2/6 62
Breeds Mixed breed (1), Australian Shepherd (1), Entlebucher Mountain Mixed breed (3), Elo (1), Barbet (1), Labrador

Dog (1), German Hunting Terrier (1), Jack Russell Terrier (1), Retriever (1), Miniature Pinscher (1),

Maltese Dog (1), Miniature Poodle (1), Pug (1) Miniature Poadle (1)

Median Range Median Range

Bodyweight (kg) 9.1 5.6-25.0 14.9 7.2-29.5 21
Age (years) i 1.0-11.0 5 1.0-11.0 .30

Abbreviations: AG, amoxicillin-clavulanic acid group; PG, placebo group.



IV. Publikation 3: Original-Publikation Zur Studie 2

69

WERNER et AL

1170 | Journal of Veterinary Internal Medicine AC\;';,I M

en Accss: g oF
VeterinaryInternsl Madicine

E. coli were compared between the groups by a Mann-Whitney U test
and within group between different time points with the Wilcoxon
matched-pairs signed rank test. The adjusted significance level after
Bonferroni correction for the laboratory variables was set at 292
(= .0014). For all other statistical tests, the significance level was set

at P =.05.

3 | RESULTS

3.1 | Study population

A total of 16 dogs fulfilled the inclusion criteria. Dogs were ran-
domly assigned into the AG group (n = 8) and the PG group (n = 8).
Age, sex, bodyweight, and prevalence of breeds were not different
between the groups (Table 2). Median duration of diarrhea until
presentation was 32 (range 4-72) hours. Eleven of 16 dogs (69%)
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FIGURE 2 The dysbiosis index (DI} in dogs with diarrhea aver
time. A DI < O indicates normobiosis, whereas a DI = 2 indicates
dysbiosis. Dots show the mean, error bars show SD. There was no
difference of the DI between the groups at any time point (P > .99).
AG = amoxicillin-clavulanic acid group. PG = placebo group

showed additional vomiting at least 1 time. Baseline laboratory var-
iables of all dogs are presented in Table S2 showing no statistically
significant differences between the groups after Bonferroni correc-
tion. Five of 16 owners (31%) described a stressful event for the
dog in the last few days before presentation. One of 16 dogs (6%)
was fed with a raw-meat diet. Six of 16 dogs (37%) received table
scraps as a treat and a dietary change had been made in 5 of
16 dogs (31%) before the diarrheic event. Other acute diseases in
the last 30 days were documented in 5 of 16 dogs (31%) and
chronic diseases in 6 of 16 dogs (37%). One of 16 dogs received
levothyroxine as long-term medication. Eleven of 16 dogs (69%)
had a history of acute diarrheic events previously; however, the
median interval to the last event was 2 (range 0.5-10.0) months. No
significant differences in variables from the dogs’ histories between

groups were observed.

3.2 | Treatment efficacy
No statistically significant difference in the CADS-Index (P > .99), and
more specifically in fecal consistency (P > .99) on any day of the study
period could be observed between the AG and the PG (Figure 1). On
day 0, the day of inclusion, dogs were presented with a median
CADS-Index of 7 (range 4-11; Cl [4.9; 9.1]) in the AG group and
6 (range 5-11; CI [6.3; 9.5]) in the PG group. There was no significant
difference in the CADS-Index between groups on day O (P > .99). On
the last day of the study period (day 10) there was no significant dif-
ference of the CADS-Index between the AG group (median: 2 (range:
1-3; ClI [1.4; 2.6]) and the PG group (median: 1.6 (range: 1-3; Cl [1.1;
2.4]) (P > .99): 2 dogs of the AG group and 1 dog of the PG group still
had pasty feces upon conclusion of the study. All dogs in both groups
reached normal clinical scores (CADS-Index <3) 1 to 6 days (median
2 days) after presentation.

Regarding presence and frequency of vomiting, fecal frequency,
activity, and appetite there was no significant difference between
groups on all days of the study period.

TABLE 3  Dysbiosis index and the investigated phyla in dogs with diarrhea

AG PG

Day0 Day 6 Day 30 Day 0 Day 6 Day 30
Dysbiosis index -1.4(3.3) -2.6(3.0) -0.8(2.4) -0.4(3.2) -0.8 (4.0) 0.1(3.3)
Total bacteria 10.8 (0.3) 10.8 (0.3) 10.8(0.2) 10.8 (0.2) 10.7 (0.2) 10.5(0.3)
Faecalibacterium spp. 5.1(1.0) 5.2(1.3) 6.0 (1.4) 4.7(1.3) 4.6(1.5) 51(1.2)
Turicibacter spp. 6.1(1.3) 57(1.2) 5.6(1.0) 58(1.1) 5.8(1.4) 64(1.1)
Streptococcus spp. 4.4(1.8) 3.8(1.3) 5.2(2.0) 4.6(1.9) 4.5(1.5) 5.5(1.9)
Escherichia coli 6.7(1.8) 5.9 (1.8) 6.0(2.1) 7.1(1.6) 6.4(2.2) 6.7 (1.0)
Blautia spp. 10.1 (0.8) 10.4 (0.5) 10.4 (0.5) 10.0 (0.9) 9.9(1.1) 9.9(1.0)
Fusobacterium spp. 9.5(1.1) 9.7 (0.5) 8.7 (1.5) 8.9 (0.8) 8.8(1.1) 7.7(1.1)
Clostridium hiranonis 4.9 (3.0 5.0(2.8) 50(3.1) 4.8(3.0) 5.1(2.4) 5.2(2.5)

Note: Values represent mean (SD) log DNA/g feces.
Abbreviations: AG, amoxicillin-clavulanic acid group; PG, placebo group.
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The median time to normalization of fecal consistency was not
statistically different between the AG (median: 1 day, range: 1-6 days;
C1[0.3; 2.3]) and PG (median: 2 days, range 1-3 days; CI [1.2; 2.6]).
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FIGURE 3 Abundance of C. perfringens (A) and C. perfringens
enterotoxin gene (B). Dots show the mean, error bars show the SD. No
difference in the fecal profiles for C. perfringens could be observed
between the groups at any time point. AG, amoxicillin-clavulanic acid
group; PG, placebo group
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3.3 | Microbiome analysis

There was no statistically significant difference of the DI (day 0 AG
mean — 1,4 (SD 3.3; Cl [-4.2; 1.3]); PG mean — 0.4 (SD 3.2; CI [-3.1;
2.2]); P > .99; day 6 AG mean — 2.6 (SD 3.0; Cl [-5.1; 0.0]); PG mean
—0.8(SD 4.0; Cl [-4.2; 2.5]; P > .99; day 30 AG mean — 0.8 (SD 2.4;
ClI [-2.8; 1.2]); PG mean 0.1 (SD 3.3; CI [-2.7; 2.8]); P > .99) and
investigated taxa between the groups at any time point (Figure 2,
Table 3). An increased DI (> 2) was found in 7 dogs (AG: 3/8; PG: 4/8)
for at least at 1 time point. Bacterial species considered as potentially
enteropathogenic were evaluated in both groups. However, there was
no significant difference in the fecal profiles for C. perfringens.
C. perfringens enterotoxin gene was decreased on day é compared to
day O with a rebound on day 30 in the AG without reaching signifi-
cance (Figure 3). The C. perfringens NetF gene was found in feces of
2 dogs (1 dog on day O and 1 dog on day 30). In 3/8 dogs in the AG
group on day 6 and in 1/8 dogs of the PG group on day O and
6, C. difficile strains could be detected, but there was no significant
difference between groups at either time point. Campylobacter jejuni
was not found in any sample.

34 | Evaluation of percentage of resistant
fecal E. coli

E. coli colonies were found in 44 of total 48 samples (92%). Forty of
these 44 samples had at least 100 cfu/g resistant colonies. In 4 sam-
ples, resistant E. coli isolates were not detected. One of this 4 samples
were cultured from a dog of the AG and 3 from dogs of the PG on
day 30. On day 0, before the antibiotic treatment was started, the
median percentage of ampicillin-resistant E. coli was 0.2% (range 0%-
4%) in the AG group and 0.1% (range 0%-9%) in the PG group with no
significant difference between groups (P = .94). On day 6, the percent-
age of ampicillin-resistant colonies was significantly higher in the AG
than in the PG group. The median percentage of ampicillin-resistant

(A) (B)
100 100 AG
* PG
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% %
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20 20=-
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FIGURE 4 Percentages of amoxicillin-resistant E. coli in diarrheic dogs treated with amoxicillin-clavulanic acid (A) or placebo (B). Circles and
filled in circles represent individual values for dogs of AG and PG, respectively. Bars show the median. *P < .05. A higher percentage of resistant
E. coli could be observed in the AG group compared to the PG on day 6 (P < .001) during and on day 30 (P = .002) 3 weeks after antibiatic

treatment. AG, amoxicillin-clavulanic acid group; PG, placebo group
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colonies rose to 100% in the AG group (range 35%-100%), in the PG
group the median was 0.2% (range 0%-10%, P < .001). On day
30, 3 weeks after discontinuing antibiotic treatment, there was still a
significant higher percentage of resistant E. coli in the AG group
(median 10%; range 2%-67%) than in the PG group (median 0%; range
0%-4%; P = .002; Figure 4).

4 | DISCUSSION

In this prospective, double-blinded, placebo-controlled study, clinical
improvement of dogs with acute uncomplicated diarrhea was compared
between dogs only treated with symptomatic treatment and those also
treated with amoaxicillin-clavulanic acid. There was no statistically signifi-
cant difference in the clinical course between groups at any time paint.
Oral treatment with amoxicillin-clavulanic acid led to a significant
increase of resistant E. coli isolates, but based on the DI, did not result in
a significantly more prolonged dysbiosis compared with the PG.

The absence of a beneficial clinical effect of amoxicillin-clavulanic
acid treatment in dogs with uncomplicated AD is an important finding
for clinicians, who routinely manage these cases on a daily basis.
Amoxicillin-clavulanic acid was chosen because beta-lactam antibi-
atics are the most frequently used antimicrobials in gastrointestinal
disease in dogs and cats.»1¢

It is estimated that currently more than half of dogs with AD are
treated with antimicrobials, although a clinical benefit has not been
proven so far."'¢ This treatment approach is primarily based on the
subjective impression of a more rapid clinical improvement with anti-
biotics. Furthermore, for several reasons there is a low threshold for
using antibiotics in veterinary practice including diagnostic uncer-
tainty, fear of clinical deterioration, time pressure, client expectations,
and the general tradition to use antibiotics in dogs with diarrhea.*?
This study should serve as a basis documenting that routine antibiotic
treatment is not advantageous for dogs with uncomplicated AD. It
underlines the recommendation in the ACVIM Consensus Statement
of 2011 to administer antimicrobials only to dogs and cats with diar-
rhea that manifest systemic signs of illness (ACVIM consensus entero-
pathogenic bacteria).'®**

No obvious negative short-term clinical adverse effects of
amoxicillin-clavulanic acid treatment could be observed in this study,
although it has been shown that administration of various antibiotics
to healthy dogs and cats can cause diarrhea, which rapidly resolves
after discontinuation of the antimicrobials. A current meta-analysis in
humans showed that about 10% of individuals with acute infectious
enteritis develop chronic intestinal problems later in life, and treat-
ment with antibiotics during the acute phase increases this risk.** Fur-
ther investigations are needed to evaluate the long-term effects of
antibiotics in dogs with AD on general health and more specifically on
gut health.

The present study revealed that the most significant clinical
improvement was observed within the first 2 days after the onset of
clinical signs. This corresponds with findings of previous studies in
which the duration of diarrhea was reported to be as 1 to 3 da\,'s,B or

less than 2 days.” Dogs stayed clinically stable until the endpoint of
the study (day 10). Three of 16 dogs still had pasty feces on day 10.
This is in contradiction with a study describing a complete resolution
of diarrhea in all dogs within a few days.* The different study design
(retrospective versus prospective) might represent 1 explanation for a
different assessment of the dog's status by the owner. In this context,
the cause for the clinical changes are of interest. Around one third of
the dogs had a stressful event, received table scraps, or underwent a
diet change before presentation. These findings correspond with find-
ings of previous studies, in which diet change and receiving treats
were described as risk factors for acute gastrointestinal symptoms.z'9

Based on the CADS-Index, dogs in both groups were defined as
moderately diseased. No clinically relevant changes on CBC or serum
biochemistry profile could be observed in any dog. These facts can be
explained by the exclusion of dogs with severe disease activity. This
dog population was selected, because it was specifically aimed to
assess if the typical case with uncomplicated diarrhea, which is seen
by practitioners on a daily basis, benefits from antibiotic treatment.

A DI, based on the 7 bacterial taxa Faecalibacterium, Turicibacter,
Streptococcus, E. coli, Blautia, Fusobacterium, and C. hiranonis and total
bacteria, was determined in all dogs based on fecal samples collected
on days 0, 6, and 30. This index was developed to quantify intestinal
dysbiosis in dogs. Several studies revealed intestinal dysbiosis in dogs
with AD and chronic enteropathies. In the present study, the median
dysbiosis index for each treatment group was not significantly
increased on day 0 in comparison with the reference range of the DI
in either group. This means that in the present study population of
dogs with uncomplicated AD, a significant dysbiosis could not be
documented based on the DI. This finding suggests that in mild forms
of AD the intestinal microbiome is not profoundly altered, which is in
contrast to the significant dysbiosis documented in dogs with chronic
enteropathies.**

Moreover, in the present study the treatment with amoxicillin-
clavulanic acid did not result in significant alterations in the DI or its
included taxa during as well as 3 weeks after the treatment. In con-
trast, another study described a significant alteration in the intestinal
microbiome in healthy dogs receiving amoxicillin.2*® This discrep-
ancy could partially be explained because the cited study was per-
formed in healthy dogs, no control group for comparison of intestinal
microbiota changes was used, and a huge interpatient variability
was seen.

Recent investigations showed a profound effect of metronidazole
and tylosin on the microbiota. Tylosin significantly increased the DI during
treatment, and the abundance of Faecalibacterium was significantly
decreased after treatment.*® Also, treatment with metronidazole in dogs
leads to significant alterations in the intestinal microbiome with decreased
abundances of the taxa Bacteroidaceae, Clostridiaceae, Fusobacteriaceae,
Lachnospiraceae, Ruminococcaceae, Turicibacteraceae, and Veillonellaceae
and increased abundances of Bifidobacteriaceae, Enterobacteriaceae,
Enterococcaceae, and Streptococcaceae.””

Based on the discrepancy of the microbiome alterations between
different antimicrobials, further investigations comparing the effect of
several antimicrobials on a defined population of dogs in 1 study
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would be desirable. One possible explanation for the lack of detect-
able dysbiosis in the AG is that the diarrheal process itself could have
reduced exposure of the gut microbiome to amoxicillin-clavulanic
acid; however, given the significant effect of antibiotic treatment on
amoxicillin resistance in E. coli, this possibility can be eliminated. In
contrast, in a study of healthy cats treated with amoxicillin-clavulanic
acid, the cats showed significant changes of the intestinal
microbiome,*? consequently species-dependent differences might be
possible.

C. perfringens can be found as a normal component of the intesti-
nal tract in healthy dogs. However, clostridial overgrowth plays an
important role in dogs with acute hemorrhagic diarrhea syndrome
(AHDS).*” Applying a quantitative PCR protocol, no significant differ-
ences in the abundance of C. perfringens in dogs of both treatment
groups on day O were detected. A decrease in both C. perfringens and
its enterotoxin-encoding strains on day 6 and a rebound on day
30 was observed in the AG group; however, without reaching signifi-
cance in comparison with the PG. Similar findings were shown in a cat
population also treated with amexicillin-clavulanic acid.'® Thus,
amoxicillin-clavulanic acid appears to be effective in reducing the
number of clostridial strains. However, this effect is only short-lived,
because the abundance of C. perfringens has been reported to return
to baseline values a few weeks after discontinuing antimicrobial treat-
ment.*® A correlation of clinical signs with the abundance of
C. perfringens strains was not observed in the present study. The
C. perfringens NetF toxin gene was found in 2 dogs (corresponding to
4% of the fecal samples) and therefore we conclude it is unlikely to
have played a substantial role in causing diarrhea in the present study
population. In previous studies, a higher abundance of C. perfringens,
encoding for NetF toxin gene was detected in dogs AHDS,**% but
C. perfringens encoding for NetF toxin gene decreased within a few
days even without the use of antibiotics.** A recent paper showed a
prevalence of 48.1% in dogs with acute hemorrhagic diarrhea whereas
only 12.1% of the healthy dogs carried the NetF gene.*”

C. difficile is known to induce pseudomembranous colitis and is
associated with significant morbidity and mortality in humans.>® Sev-
eral studies showed that antibiotic use and more specifically the appli-
cation of penicillin, is a major risk factor for the development of
C. difficile infections.>**> The role of C. difficile in the etiology of
canine diarrhea is still unclear. However, some studies showed a
slightly higher prevalence of C. difficile in dogs with diarrhea compared
to healthy dogs.‘”j" In the present study, no dog of the AG group
was positive for C. difficile by gPCR on day 0, whereas on day 6, 38%
of the dogs tested positive. Although, the results did not reach signifi-
cance, this finding suggests that destruction of the protective intesti-
nal microbiota by amoxicillin-clavulanic acid may promote the growth
of potentially pathogenic bacteria in the intestinal tract. Further stud-
ies are needed to evaluate the role of antibiotics in the emergence of
larger numbers of C. difficile in dogs and cats.

The third goal of the study was to evaluate the impact of
amoxicillin-clavulanic acid on the amount of amoxicillin-resistant fecal
E. coli. This bacterial strain was chosen as a marker species because
98% to 99% of dogs harbor E. coli in their intestines.?”-%¢ Although

Bage of
Vetariaey Intarnal Medicine

E. coli are normal commensal bacteria in the canine intestinal tract and
most strains are nonpathogenic, E. coli is frequently found in urinary
tract infections and has the ability to cause wound infections.” Every
dog in our study treated with amoxicillin-clavulanic acid for 6 days
developed significant populations of amoxicillin-resistant E. coli. In
most dogs even 100% of their E. coli had developed resistance. This is
in line with recent investigations showing that amoxicillin-resistant
E. coli can be detected in 20.2% to 78.0% of individuals treated with
this potentiated penicillin derivates.%4 Antibiotics can have a mar-
ked effect on the development of antimicrobial-resistant isolates.**%?
Most bacterial clones are killed or the growth stops under antimicro-
bial therapy; however, there are invariably nonsusceptible subpopula-
tions that survive the antimicrobial challenge, because of intrinsic and
acquired antimicrobial resistance or both.* These resistant isolates
then flourish, because of reduced competition from susceptible
strains. Antimicrobial-resistant bacterial strains can not only compli-
cate infections in individuals harboring these bacteria, they can also
be transmitted, directly or indirectly, to other animals and humans.
Antimicrobial resistance genes—sometimes several at once—can also
be transferred to other bacterial species via plasmids, transposable
elements or phages.® Resistant bacterial strains can complicate infec-
tions in individuals harboring these bacteria (eg, ascending E. coli cysti-
tis during antibiotic treatment) and can spread into the environment
and affect other otherwise healthy individuals. In this context, E. coli is
only a marker species and it must be assumed that many other bacte-
rial groups respond to the selection pressure of antimicrobial treat-
ment in a similar way. Veterinarians must be aware of their effect on
the global emergence of drug-resistant infections by prescribing
broad-spectrum antibiotics in dogs with uncomplicated disease, espe-
cially when indication for antibiotic treatment is lacking.

Moreover, amoxicillin-resistant E. coli could still be isolated from
dogs treated with antibiotics 21 days after treatment. This emphasizes
that the intestinal tract acts as a reservoir for resistant bacteria long
after treatment has been stopped. Different studies suggest that high
levels of resistance genes can still be found up to 4 years after antibi-
otic exposure.***” This emphasizes once more the importance of pru-
dent antimicrobial usage in order to prevent spread of antibiotic
resistance.

There are limitations of the study. First of all, owners gave the
treatments at home. Although owners were trained in administering
the capsules according to the schedule and to report if capsule admin-
istration was not possible, it cannot be completely ruled out that on
some occasions, treatments were not administered. Moreover, clinical
disease activity of dogs was scored by the owner themselves.
Although some variables included in scores that can be objectively
assessed (eg, defecation frequency, fecal consistency based on fecal
scoring system), some variables (eg, activity) are relatively subjective.
Clinical impression also depends on the time spent with the dog,
which differs between owners. Moreover, all enrolled dogs are from
the same geographical region, which makes generalization impossible.
Furthermore, complete fecal microbiota sequencing was not per-
formed. Therefore, for the purpose of the microbiome analysis it can-
not be ruled out that a different method would have been able to
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detect changes in the composition of the intestinal microbiome
between dogs treated with and without amoxicillin-clavulanic acid.
No specific mechanism of resistance was investigated in this study.
The main limitation of this study is the small number of dogs in both
treatment groups. Sample-size calculation was based on clinician's
apinion, because comparable studies were lacking at the time when
the study-protocol was designed. It is impossible to make clear recom-
mendations based on the present study alone. Together with other
published data, the present study should make a contribution toward
setting up guidelines on the usage of antimicrobials in AD. However,
the difference in development of bacterial resistance to amoxicillin
was very clear and statistically significant and all dogs improved clini-
cally within the study period. Thus, it seems unlikely that the results

would have changed significantly with a larger group.

ACKNOWLEDGMENTS

Preliminary results were presented at the 28th ECVIM-CA Congress in
Rotterdam, the 27th Annual Conference of Internal Medicine and Clinical
Pathology, and the 2019 ACVIM-Forum, Phoenix, Arizona, USA. The diet
(Royal Canin Gastrointestinal wet or dry) was provided free of charge by
Royal Canin. The CBC and serum chemistry were performed by IDEXX
Laboratories, Inc. free of charge. We sincerely thank our colleagues of the
clinics of small animal medicine Germering, Ismaning, and Oberhaching for

helping with patient recruitment.

CONFLICT OF INTEREST DECLARATION
Authors declare no conflict of interest.

OFF-LABEL ANTIMICROBIAL DECLARATION

Authors declare no off-label use of antimicrobials.

INSTITUTIONAL ANIMAL CARE AND USE COMMITTEE
(IACUC) OR OTHER APPROVAL DECLARATION

Prospective collection and analysis of canine fecal samples was
approved by the Ethics Committee of the Centre of Veterinary Medi-
cine, Ludwig-Maximilian-University, Munich, Germany (reference
68-19-05-2016).

HUMAN ETHICS APPROVAL DECLARATION
Authors declare human ethics approval was not needed for this study.

ORCID
Melanie Werner ) https://orcid.org/0000-0003-1284-2048
https://orcid.org/0000-0003-3336-2086

https://orcid.org/0000-0001-5107-4577

Jérg M. Steiner
Jonathan A. Lidbury

REFERENCES

1. Jones PH, Dawson 5, Gaskell RM, et al. Surveillance of diarrhoea in
small animal practice through the small animal veterinary surveillance
network (SAVSNET). Vet J. 2014;201(3):412-418.

2. Stavisky J, Radford AD, Gaskell R, et al. A case-control study of path-
ogen and lifestyle risk factors for diarrhoea in dogs. Prev Vet Med.
2011;99(2-4):185-192.

10.

11

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

. Gizzi AB, Oliveira ST, Leutenegger CM, et al. Presence of infectious

agents and co-infections in diarrheic dogs determined with a real-time
polymerase chain reaction-based panel. BMC Vet Res. 2014;10:23.

. Pugh CA, Bronsvoort BMC, Handel IG, et al. Incidence rates and risk

factor analyses for owner reported vomiting and diarrhoea in Labra-
dor retrievers - findings from the Dogslife cohort. Prev Vet Med.
2017;140:19-29.

. McNulty MS, Curran WL, McFerran JB, Collins DS. Viruses and diar-

rhoea in dogs. Vet Rec. 1980;106(15):350-351.

. Cave NJ, Marks SL, Kass PH, Melli AC, Brophy MA. Evaluation of a

routine diagnostic fecal panel for dogs with diarrhea. J Am Vet Med
Assoc. 2002;221(1):52-59.

. Berset-Istratescu CM, Glardon OJ, Magouras |, Frey CF, Gobeli S,

Burgener IA. Follow-up of 100 dogs with acute diarrhoea in a primary
care practice. Vet J. 2014;199(1):188-190.

. Saevik BK, Skancke EM, Trangerud C. A longitudinal study on diar-

rhoea and vomiting in young dogs of four large breeds. Acta Vet
Scand. 2012;54:8.

. Hubbard K, Skelly BJ, McKelvie J, Wood JL. Risk of vomiting and diar-

rhoea in dogs. Vet Rec. 2007;161(22):755-757.

Marks SL, Rankin SC, Byrne BA, Weese JS. Enteropathogenic bacteria
in dogs and cats: diagnosis, epidemiology, treatment, and control.
J Vet Intern Med. 2011;25(6):1195-1208.

Marks SL, Kather EJ. Bacterial-associated diarrhea in the dog: a criti-
cal appraisal. Vet Clin North Am Small Anim Pract. 2003;33(5):
1029-1060.

Guarino A, Ashkenazi S, Gendrel D, et al. European Society for Pedi-
atric Gastroenterology, Hepatology, and nutrition/European Society
for Pediatric Infectious Diseases evidence-based guidelines for the
management of acute gastroenteritis in children in Europe: update
2014, J Pediatr Gastroenterol Nutr, 2014;59(1):132-152.

Thabane M, Kottachchi DT, Marshall JK. Systematic review and
meta-analysis: the incidence and prognosis of post-infectious irritable
bowel syndrome. Aliment Pharmacol Ther. 2007;26(4):535-544.
Schwille-Kiuntke J, Frick JS, Zanger P, Enck P. Post-infectious irritable
bowel syndrome-a review of the literature. Z Gastroenterol. 2011;
49(8):997-1003.

De Briyne N, Atkinson J, Pokludova L, Borriello SP. Antibiotics
used most commonly to treat animals in Europe. Vet Rec. 2014;
175(13):325.

German AJ, Halladay LJ, Noble PJ. First-choice therapy for dogs pre-
senting with diarrhoea in clinical practice. Vet Rec. 2010;167(21):
810-814.

Unterer S, Strohmeyer K, Kruse BD, Sauter-Louis C, Hartmann K.
Treatment of aseptic dogs with hemorrhagic gastroenteritis with
amoxicillin/clavulanic acid: a prospective blinded study. J Vet Intern
Med. 2011;25(5):973-979.

Ortiz V, Klein L, Channell S, et al. Evaluating the effect of metronida-
zole plus amoxicillin-clavulanate versus amoxicillin-clavulanate alone
in canine haemorrhagic diarrhoea: a randomised controlled trial in pri-
mary care practice. J Small Anim Pract. 2018;59(7):398-403.
Torres-Henderson C, Summers S, Suchodolski J, Lappin MR, Effect of
Enterococcus faecium strain SF68 on gastrointestinal signs and fecal
microbiome in cats administered amoxicillin-Clavulanate. Top Com-
panion Anim Med. 2017;32(3):104-108.

Olson E, Honneffer J, Waddle M, et al. Evaluation of the effects of a
2-week treatment with metronidazole on the fecal microbiome of
healthy dogs [abstract]. J Vet Intern Med. 2015;29(4):1184-1185.
Kummeling I, Stelma FF, Dagnelie PC, et al. Early life exposure to anti-
biotics and the subsequent development of eczema, wheeze, and
allergic sensitization in the first 2 years of life: the KOALA birth
cohort study. Pediatrics. 2007;119(1):225-231.

Metsala J, Lundgvist A, Virta L, et al. Prenatal and post-natal exposure
to antibiotics and risk of asthma in childhood. Clin Exp Allergy. 2015;
45(1):137-145.



IV. Publikation 3: Original-Publikation Zur Studie 2

74

WERNER €T AL

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

41.

42,

Klem F, Wadhwa A, Prokop LJ, et al. Prevalence, risk factors, and out-
comes of irritable bowel syndrome after infectious enteritis: a sys-
tematic review and meta-analysis. Gastroenterology. 2017;152(5):
1042-1054.

Umamaheswari B, Biswal N, Adhisivam B, Parija SC, Srinivasan S. Per-
sistent diarrhea: risk factors and outcome. Indian J Pediatr. 2010;
77(8):885-888.

Ungaro R, Bernstein CN, Gearry R, et al. Antibiotics associated with
increased risk of new-onset Crohn's disease but not ulcerative colitis:
a meta-analysis. Am J Gastroenterol. 2014;109(11):1728-1738.
Gronvold AM, L'Abee-Lund TM, Sorum H, et al. Changes in fecal
microbiota of healthy dogs administered amoxicillin. FEMS Microbiol
Ecol. 2010;71(2):313-326.

Igarashi H, Maeda S, Ohno K, Horigome A, Odamaki T, Tsujimoto H.
Effect of oral administration of metronidazole or prednisolone on
fecal micrabiota in dogs. PloS One. 2014;9(%).e107909.

Suchodolski JS, Dowd SE, Westermarck E, et al. The effect of the
macrolide antibiotic tylosin on microbial diversity in the canine small
intestine as demonstrated by massive parallel 165 rRNA gene
sequencing. BMC Microbiol. 2009;9:210.

Jernberg C, Léfmark S, Edlund C, Jansson JK. Long-term ecological
impacts of antibiotic administration on the human intestinal micro-
biota. ISME J. 2007;1(1):56-66.

Ho M, Yang D, Wyle FA, Mulligan ME. Increased incidence of Clos-
tridium difficile-associated diarrhea following decreased restriction of
antibiotic use. Clin Infect Dis. 1996;23(Supplement 1):5102-5106.
Leite-Martins L, Mahu M|, Costa AL, et al. Prevalence of antimicrobial
resistance in faecal enterococci from vet-visiting pets and assessment
of risk factors. Vet Rec. 2015;176(26):674.

Sgrum H, Sunde M. Resistance to antibiotics in the normal flora of
animals, Vet Res. 2001;32(3-4):227-241.

Alexander T, Reuter T, Sharma R, et al. Longitudinal characterization
of resistant Escherichia coli in fecal deposits from cattle fed sub-
therapeutic levels of antimicrobials. Appl Environ Microbiol. 2009;
75(22):7125-7134.

Bibbal D, Dupouy V, Ferre JP, et al. Impact of three ampicillin dosage
regimens on selection of ampicillin resistance in Enterobacteriaceae
and excretion of blaTEM genes in swine feces. Appl Environ Microbiol.
2007;73(15):4785-4790.

Damborg P, Gaustad IB, Olsen JE, Guardabassi L. Selection of CMY-2
producing Escherichia coli in the faecal flora of dogs treated with
cephalexin. Vet Microbiol. 2011;151(3):404-408.

Shmalberg JW, Montalbano C, Morelli G, Buckley GJ. A randomized
double blinded placebo-controlled clinical trial of a probiotic or met-
ronidazole for acute canine diarrhea. Front Vet Sci. 2019;6:163.
AlShawagfeh MK, Wajid B, Minamoto Y, et al. A dysbiosis index to
assess microbial changes in fecal samples of dogs with chronic inflam-
matory enteropathy. FEMS Microbiol Ecol. 2017;93(11):136-136.
Minamoto ¥, Dhanani N, Markel ME, Steiner JM, Suchodolski JS.
Prevalence of Clostridium perfringens, Clostridium perfringens entero-
toxin and dysbiosis in fecal samples of dogs with diarrhea. Vet
Microbiol. 2014;174(3-4):463-473.

Gohari IM, Parreira VR, Nowell VJ, Nicholson VM, Oliphant K,
Prescott JF. A novel pore-forming toxin in type a Clostridium per-
fringens is associated with both fatal canine hemorrhagic gastroenteri-
tis and fatal foal necrotizing enterocolitis. PloS One. 2015;10(4):
e0122684.

. Garcia-Mazcorro JF, Suchodolski JS, Jones KR, et al. Effect of the pro-

ton pump inhibitor omeprazole on the gastrointestinal bacterial
microbiota of healthy dogs. FEMS Microbiol Ecol. 2012;80(3):624-636.
Cummings K, Rodriguez-Rivera L, McNeely |, et al. Fecal shedding of
campylobacter jejuni and campylobacter coli among feral pigs in
Texas. Zoonoses Public Health. 2018;65(1):215-217.

King C, Smith M, Currie K, et al. Exploring the behavioural drivers of
veterinary surgeon antibiotic prescribing: a qualitative study of

Journal of Veterinary Internal Medicine AC\V' M | 1175

43.

45.

46.

47,

48.

49,

50.

51.

52.

53.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

Bage of
Vetariaey Intarnal Medicine

companion animal veterinary surgeons in the UK. BMC Vet Res. 2018;
14(1):332.
Guerrant RL, Van Gilder T, Steiner TS, et al. Practice guidelines for
the management of infectious diarrhea. Clin Infect Dis. 2001;32(3):
331-351.

. Dai C, Jiang M. The incidence and risk factors of post-infectious irrita-

ble bowel syndrome: a meta-analysis. Hepatogastroenterology. 2012;
59(113):67-72.

Suchodolski JS, Markel ME, Garcia-Mazcorro JF, et al. The fecal
microbiome in dogs with acute diarrhea and idiopathic inflammatory
bowel disease. PloS One. 2012;7(12):e51907.

Manchester AC, Webb C, Blake AB, et al. Long-term impact of tylosin
on fecal microbiota and fecal bile acids of healthy dogs. J Vet Intern
Med. 2019;33(6):2605-2617.

Weese JS, Staempfli HR, Prescott JF, Kruth SA, Greenwood SJ,
Weese HE, The roles of Clostridium difficile and enterotoxigenic Clos-
tridium perfringens in diarrhea in dogs. J Vet Intern Med. 2001;15(4):
374-378.

Selbitz HJ, Truyen U, Valentin-Weigand P. Tiermedizinische
Mikrobiologie, Infektions-und Seuchenlehre. Stuttgart, Germany: Georg
Thieme Verlag; 2015.

Diniz AN, Coura FM, Rupnik M, et al. The incidence of Clostridioides
difficile and Clostridium perfringens netF-positive strains in diarrheic
dogs. Anaerobe. 2018;49:58-62.

Leipig-Rudolph M, Busch K, Prescott JF, et al. Intestinal lesions in
dogs with acute hemorrhagic diarrhea syndrome associated with
netF-positive Clostridium perfringens type a. J Vet Diagn Invest. 2018;
30(4):495-503.

Ziese AL, Suchodolski JS, Hartmann K, et al. Effect of probiotic treat-
ment on the clinical course, intestinal microbiome, and toxigenic Clos-
tridium perfringens in dogs with acute hemorrhagic diarrhea. PloS One.
2018:13(9):e0204691.

Sindern N, Suchodolski JS, Leutenegger CM, et al. Prevalence of Clos-
tridium perfringens netE and netF toxin genes in the feces of dogs
with acute hemorrhagic diarrhea syndrome. J Vet Intern Med. 2019;
33(1):100-105.

Crowther GS, Wilcox MH. Antibiotic therapy and Clostridium difficile
infection - primum non nocere - first do no harm. Infect Drug Resist.
2015:8:333-337.

. Mitchell DK, Van R, Mason EH, et al. Prospective study of toxigenic

Clostridium difficile in children given amoxicillin/clavulanate for otitis
media. Pediatr Infect Dis J. 1996;15(6):514-519.

Chilton CH, Freeman J, Crowther GS, Todhunter SL, Nicholson S,
Wilcox MH. Co-amoxiclav induces proliferation and cytotoxin pro-
duction of Clostridium difficile ribotype 027 in a human gut model.
J Antimicrob Chemother. 2012;67(4):951-954.

Wetterwik KJ, Trowald-Wigh G, Fernstrom LL, Krovacek K. Clostrid-
ium difficile in faeces from healthy dogs and dogs with diarrhea. Acta
Vet Scand. 2013;55:23.

Espinosa-Gongora C, Shah SQA, Jessen LR, et al. Quantitative assess-
ment of faecal shedding of p-lactam-resistant Escherichia coli and
enterococci in dogs. Vet Microbiol. 2015;181(3):298-302.

Schmidt VM, Pinchbeck GL, Nuttall T, McEwan N, Dawson S,
Williams NJ. Antimicrobial resistance risk factors and characterisation
of faecal E. coli isolated from healthy Labrador retrievers in the United
Kingdom. Prev Vet Med. 2015;119(1-2):31-40.

Marques C, Belas A, Franco A, Aboim C, Gama LT, Pomba C. Increase
in antimicrobial resistance and emergence of major international
high-risk clonal lineages in dogs and cats with urinary tract infection:
16 year retrospective study. J Antimicrob Chemother. 2018:73(2):
377-384.

Gulay Z, Bicmen M, Amyes S, Yulu N. Beta-lactamase patterns and
beta-lactam/clavulanic acid resistance in Escherichia coli isolated from
fecal samples from healthy volunteers. J Chemother. 2000;12(3):
208-215.



IV. Publikation 3: Original-Publikation Zur Studie 2 75

1176 | Journal of Veterinary Internal Medi

61
62,

63.

64.

65,

66.

cine ACYIM

WERNER et AL

Open Acces -
VeterinaryInternsl Madicine

Melo DB, Menezes AP, Reis JN, Guimaraes AG. Antimicrobial resis-
tance and genetic diversity of Escherichia coli isolated from humans
and foods. Braz J Microbiol. 2015;46(4):1165-1170.

Borg MA, Zarb P, Scicluna EA, et al. Antibiotic consumption as a
driver for resistance in Staphylococcus aureus and Escherichia coli
within a developing region. Am J Infect Control. 2010;38(3):212-216.
Harmoinen J, Mentula S, Heikkild M, et al. Orally administered
targeted recombinant Beta-lactamase prevents ampicillin-induced
selective pressure on the gut microbiota: a novel approach to reduc-
ing antimicrobial resistance. Antimicrob Agents Chemother. 2004;
48(1):75-79.

Costa VM, McGrann KM, Hughes DW, Wright GD. Sampling the anti-
biotic Resistome. Science. 2006;311(5759):.374-377.

Sykes R. The 2009 Garroed lecture: the evolution of antimicrobial
resistance: a Darwinian perspective. J Antimicrob Chemother. 2010;
65(9):1842-1852.

Jakobssonn HE, Jernberg C, Andersson AF, et al. Short-term antibiotic
treatment has differing long-term impacts on the human throat and
gut microbiome. Plo$ One. 2010;5(3):e9836.

67. Jernberg C, Lofmark S, Edlund C, Jansson JK. Long-term impacts of
antibiotic exposure on the human intestinal microbiota. Microbiology.
2010;156(Pt 11):3216-3223.

SUPPORTING INFORMATION
Additional supporting information may be found online in the

Supporting Information section at the end of this article.

How to cite this article: Werner M, Suchodolski JS,
Straubinger RK, et al. Effect of amoxicillin-clavulanic acid on
clinical scores, intestinal microbiome, and amoxicillin-resistant
Escherichia coli in dogs with uncomplicated acute diarrhea.

J Vet Intern Med. 2020;34:1166-1176. https://doi.org/10.
1111/jvim.15775



IV. Publikation 3: Original-Publikation Zur Studie 2

76




V. Diskussion 77

V. DISKUSSION

Ziel der Studie 1 war es, die Ergebnisse verschiedener mikrobieller diagnostischer
Methoden bei Hunden mit chronischem Durchfall mit den Ergebnissen einer
gesunden Kontrollgruppe zu vergleichen. Ein zweites Ziel war, die
Ubereinstimmung zwischen der Interpretation des PCR-basierten DI und der
bakteriologischen Kotkulturen zu evaluieren. AulRerdem wurde die Variabilitat der
Ergebnisse der bakteriologischen und mykologischen Kotkultur zwischen drei
verschiedenen deutschen kommerziellen Laboren verglichen. Ziele der Studie 2
waren, den DI bei Hunden mit akutem unkompliziertem Durchfall mit und ohne
Gabe von Amoxicillin-Clavulansaure vor, wéahrend und nach der Therapie zu
evaluieren. Zusétzlich wurde der Anteil der resistenten fakalen E. coli vor, wéhrend
und nach der Therapie in beiden Gruppen bestimmt. Des Weiteren wurde
untersucht, inwieweit die antibiotische Therapie zu einer schnelleren klinischen

Verbesserung der Hunde mit akutem unkompliziertem Durchfall fiihrte.

In beiden Studien erfolgte die Evaluierung des fakalen Mikrobioms mit Hilfe des
DI. Hierbei handelt es sich um ein quantitative-PCR-basiertes Verfahren. Der DI
wird dabei als numerische Zahl aus sieben bakteriellen Gruppen (Turicibacter,
Streptococcus, E. coli, Blautia, Fusobacterium, C. hiranonis und
Gesamtbakterienanzahl) kalkuliert (ALSHAWAQFEH et al., 2017; HEILMANN
und STEINER, 2018; PILLA und SUCHODOLSKI, 2019). Auf Basis
vorangegangener Ergebnisse von quantitativen Echtzeit-PCRs (QPCRs) und 16S-
ribosomale-Ribonukleinsaure (16S-rRNA)-Gen-Sequenzierungen wurde gezeigt,
dass diese sieben bakteriellen Gruppen gemeinsam betrachtet am besten zwischen
Hunden mit einer intestinalen Dysbiose und einer Normobiose diskriminierten
(ALSHAWAQFEH et al.,, 2017). Urspringlich wurde er an Hunden mit
chronischem Durchfall validiert und zeigte hier eine Sensitivitat von 74 % und eine
Spezifitdt von 95 %. Der DI ist mittlerweile ein wissenschaftlich anerkanntes
diagnostisches Mittel bei chronischen sowie akuten Enteropathien; seine
Ermittlung wird in Zukunft auch kommerziell im deutschsprachigen Raum zur
Verfugung stehen (ALSHAWAQFEH et al.,, 2017; CHAITMAN et al., 2020).
Vorteile sind seine kostenglinstigere und schnellere Durchfuhrung im Vergleich zu

aufwendigeren Sequenzierungsmethoden.
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Eine Dysbiose kann bei Hunden durch verschiedene Erkrankungen (wie akuter oder
chronischer Durchfall), durch die Gabe von Medikamenten (wie z. B. Antibiotika
und Protonenpumpenhemmer) oder durch die Futterung unterschiedlicher Diéten
hervorgerufen werden (SUCHODOLSKI et al., 2012; HONNEFFER et al., 2014;
IANIRO et al., 2016; MANCHESTER et al., 2019; PILLA und SUCHODOLSKI,
2019; WANG et al., 2019; ESPINOSA-GONGORA et al., 2020; PILLA et al.,
2020).

In den vorliegenden Studien wurden der DI von gesunden Kontrollhunden
(Studie 1), Hunden mit chronischem Durchfall (Studie 1), Hunden mit akutem
Durchfall (Studie 2) und Hunden mit akutem Durchfall, welche Amoxicillin-

Clavulanséure erhalten hatten, (Studie 2) untersucht.

Hunde der Studiengruppe mit chronischem Durchfall zeigten einen signifikant
hoheren Index hinweisend flr eine Dysbiose im Vergleich zur Placebogruppe. Dies
deckt sich mit den Ergebnissen anderer Studien (ALSHAWAQFEH et al., 2017,
MINAMOTO et al., 2019). Bei separater Betrachtung der einzelnen Individuen,
konnte allerdings nur bei 44 % der Hunde mit chronischem Durchfall der Studie 1
eine eindeutige Dysbiose mit einem DI > 2 dokumentiert werden. Dies zeigt, dass
nicht alle Hunde mit einer chronischen Enteropathie per se eine mit dieser Methode
messbare Dysbiose aufweisen. Eine routinemaRige Bestimmung des DI zusammen
mit anderen Biomarkern kann zur Verbesserung der Diagnostik bei Hunden mit
chronischen Enteropathien beitragen. Die Bestimmung des DI kann helfen,
zwischen dysbiotischen und normobiotischen Individuen zu diskriminieren. Im
Falle einer Dysbiose kann diese zielgerichtet behandelt werden. Durch die
Bestimmung des DI sind zudem Verlaufskontrollen beim erkrankten Hund

moglich.

Die Ursachen von chronischen Enteropathien bei Hunden sind multifaktoriell
(DUBOC et al.,, 2012; SUCHODOLSKI et al.,, 2012; DANDRIEUX und
MANSFIELD, 2019). Der Einfluss einer gestdrten Mikrobiota auf eine chronische
Darmerkrankung wurde in verschiedenen Studien beleuchtet. Eine Dysbiose kann
zur Krankheitsentstehung und zur Verschlechterung von Symptomen beitragen
(HONNEFFER et al., 2014; ALSHAWAQFEH et al., 2017; HEILMANN und
STEINER, 2018; MINAMOTO et al., 2019). So zeigten einige Arbeiten, dass eine
funktionierende Mikrobiota wichtig ist, um intestinale metabolische Prozesse zu
garantieren, z. B. die Bildung von kurzkettigen Fett- oder sekundéren Gallensduren
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(GAGNE et al., 2013; GIARETTA et al., 2018; BEHR et al., 2019;
MANCHESTER et al., 2019; MINAMOTO et al., 2019).

Letztere haben im Kdorper antientziindliche Eigenschaften, sowohl auf lokaler als
auch auf systemischer Ebene (RAMIREZ-PEREZ et al., 2017; SINHA et al., 2020;
WINSTON und THERIOT, 2020). Sekundare Gallensauren werden im Dickdarm
aus primaren Gallensduren gebildet. Eine durch die Mikrobiota bereitgestellte 7-
Alpha-Hydroxylase ist fiir die Konversion notwendig. Beim Hund ist C. hiranonis
das wichtigste Bakterium zur Gallensédurekonversion (KITAHARA et al., 2001). In
verschiedenen Studien konnte eine gute Korrelation zwischen der Anzahl von
C. hiranonis und der Menge an sekundéren Gallensdauren im Kot dargestellt werden
(DUBOC et al., 2012; PILLA et al., 2020). Bei der vorliegenden Studie 1 zeigten
alle Hunde mit einer Dysbiose eine reduzierte Menge an C. hiranonis im Kot. Somit
konnte auch bei diesen Hunden eine reduzierte Menge an sekundéren Gallenséuren
vorhanden sein, was zu einer Verstarkung der intestinalen Entziindung beitragen
kénnte. In die Kontrollgruppe der Studie 1 wurden nur Hunde eingeschlossen, die
keine chronischen oder akuten gastrointestinalen Symptome aufwiesen, keine
Medikamente erhielten, die die intestinale Mikrobiota beeinflussen kdnnen, und die
gesund waren. Interessanterweise zeigte auch einer der Hunde der Kontrollgruppe
eine Dysbiose und eine verminderte Anzahl an C. hiranonis. Dieser Hund wurde
im Rahmen der Gesundheitsvorsorge an der Medizinischen Kleintierklinik der
LMU Minchen weiterverfolgt. Nach einem Jahr berichteten die Besitzer, dass der
Hund nun seit zwei Monaten chronischen Durchfall zeige. Es wurde vermutet, dass
dieser Hund trotz fehlender Symptome eine gestorte intestinale Mikrobiota und
eventuell eine chronische Darmerkrankung hatte, welche nach einer langen
subklinischen Phase zu Symptomen flhrte. In der Zukunft kénnten weitere Studien
helfen herauszufinden, inwieweit es sich beim DI um einen Frihmarker fir eine

chronische gastrointestinale Erkrankung handelt.

Zusétzlich zu C. hiranonis waren bei den Hunden mit chronischem Durchfall
andere Bakteriengruppen, welche im Rahmen des DI evaluiert werden, auffallig
verdndert. So waren in einigen Fallen die Mengen an Faecalibacterium und
Fusobacterium im Kot reduziert, was ebenso in anderen Studien bei Hunden mit
chronischen Enteropathien beobachtet wurde (SOKOL et al., 2008;
ALSHAWAQFEH et al., 2017). Faecalibacterium war sowohl in

humanmedizinischen als auch tiermedizinischen Studien bei Individuen mit
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chronischen Enteropathien vermindert. In in-vitro-Studien zeigte Faecalibacterium
das Potenzial, antientziindliche Peptide zu sezernieren, weshalb eine normale
Konzentration an Faecalibacterium als bedeutend fir die Darmgesundheit
erscheint (SOKOL et al., 2008; MIQUEL et al., 2013; LOPEZ-SILES et al., 2017).
Das Mikrobiom spielt bei manchen Hunden mit chronischen Enteropathien somit
eine entscheidende Rolle bei der Erkrankung. Es erscheint wichtig, neben anderen
therapeutischen Malinahmen auch eine Dysbiose therapeutisch auszugleichen.
Hierfir kdnnen die Behandlung der Grunderkrankung, die Gabe von Probiotika und
eine fékale Mikrobiota-Transplantation (FMT) hilfreich sein (ROSSI et al., 2014;
JENSEN und BJGRNVAD, 2019; NIINA et al., 2019).

Im Gegensatz zu den Hunden mit chronischem Durchfall der Studie 1 zeigten
Hunde mit akutem unkompliziertem Durchfall der Studie 2 keine Dysbiose. Der DI
war im Vergleich zum Referenzintervall nicht signifikant erhdht. Akuter
unkomplizierter Durchfall ist bei Hunden eine haufig vorkommende Erkrankung in
der Kleintierpraxis (HUBBARD et al., 2007; STAVISKY et al., 2011; SAEVIK et
al., 2012; BERSET-ISTRATESCU et al., 2014). Urséchlich kdnnen diatetische
Modifikationen, parasitére, virale Erkrankungen oder selten bakterielle Infektionen
sein (MARKS und KATHER, 2003; HUBBARD et al., 2007; SAEVIK et al.,
2012). Meist ist die Atiologie der Erkrankung nicht nachzuvollziehen. MaRgeblich
ist jedoch, dass es sich um einen akuten milden Insult handelt und somit das
Mikrobiom bei den Hunden der Studie 2 nicht verandert war. Deswegen erscheint
es noch wichtiger, dieses gesunde Mikrobiom zu erhalten und nicht durch die Gabe
verschiedener Medikamente eine chronische Dyshiose hervorzurufen. Zwar konnte
eine andere Studie mit detaillierteren 16S-rRNA-Gen-Sequenzierungs-basierten
Methoden Veranderungen des Mikrobioms bei Hunden mit akutem Durchfall
detektieren, jedoch scheinen die Verédnderungen mild zu sein und auch von dem
Schweregrad der Erkrankung abzuhdngen (HONNEFFER et al., 2014).

Neben Erkrankungen kdnnen auch Medikamente zu einer Modulation des der
intestinalen Mikrobiota fiihren. Im Speziellen soll hier auf die Antibiotika
eingegangen werden. Generell koénnen alle oral verabreichten, bilidr
ausgeschiedenen oder enterohepatisch zirkulierenden Medikamente zu einer
Beeinflussung der intestinalen Mikrobiota fuihren. Es ergeben sich jedoch zwischen
den verschiedenen Antibiotikaklassen erhebliche Unterschiede. Verschiedene

Studien konnten zeigen, dass die Gabe von Metronidazol und Tylosin zu einer
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hochgradigen Veranderung des DI und zu einer reduzierten Anzahl an C. hiranonis
bei gesunden Hunden fiihrt (MANCHESTER et al., 2019; PILLA et al., 2020). Die
Verénderungen bestanden noch Wochen nach der antibiotischen Therapie
(MANCHESTER et al., 2019; PILLA et al., 2020). Bei Amoxicillin-Clavulansaure
handelt es sich um ein Antibiotikum, das ebenso haufig wie Metronidazol ohne
eindeutige Indikation und basierend auf anekdotischem Wissen beim akuten
Durchfall eingesetzt wird (GERMAN et al., 2010; JONES et al., 2014,
SINGLETON et al., 2019). Daher war es ein Ziel der Studie 2 zu beschreiben, wie
die Gabe von Amoxicillin-Clavulansédure das Mikrobiom beim akuten
unkomplizierten Durchfall verandert. Die Ergebnisse zeigten, dass die starke
Dysbiose, hervorgerufen durch Tylosin und Metronidazol, unter der Gabe von
Amoxicillin-Clavulansédure nicht vorhanden war. Letztendlich konnte keine
signifikante Veranderung des DI wéhrend der Antibiotikagabe an Tag 6 im
Vergleich zur Placebogruppe detektiert werden. Die Begriindung hierfur kénnte die
Zusammensetzung der intestinalen Mikrobiota liefern. Metronidazol und Tylosin
wirken stark auf das anaerobe Keimspektrum, welches im Darmtrakt vorherrscht
(FREY und LOSCHER, 2002). Amoxicillin-Clavulansiure besitzt dagegen
weniger Wirkung gegen anaerobe Bakterien. In der Theorie wére als Erklarung
auch ein reduzierter Kontakt zwischen Mikrobiota und Antibiotikum beim akuten
Durchfall und schnellerer Passagezeit denkbar. Eine verminderte Wirkung auf die
Darm-Mikroben erscheint als Erklarung jedoch unzureichend, da in der
vorliegenden Studie hochgradige Veranderungen des Anteils an resistenten fakalen
E. coli gesehen werden konnten. Somit musste ein ausreichender Kontakt zwischen

dem Antibiotikum und der Mikrobiota bestanden haben.

In verschiedenen Arbeiten zeigte sich eine gute Korrelation zwischen dem
Goldstandard 16S-rRNA-Gen-Sequenzierung zur Bestimmung des Mikrobioms
und dem DI (CHAITMAN et al., 2020; PILLA et al., 2020). Aufgrund der bisher
leichteren kommerziellen Zuganglichkeit wurden im deutschsprachigen Raum
h&ufig jedoch bakterielle Kotkulturen zur Evaluation der fakalen Mikrobiota
verwendet. Hierbei wird von mikrobiobiologischen Laboren auf das Vorhandensein
von klassischen Enteropathogenen (in der Regel Salmonella spp., Campylobacter
(C.) jejuni, spezifische enteropathogene E. coli, Yersinia spp., Clostridium (C.)
perfringens) getestet. Zudem wird oft eine Interpretation der Zusammensetzung der

Gram positiven und Gram negativen Bakterien an den einsendenden Tierarzt
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weitergegeben. Ein Ziel der Studie 1 war es, das Ergebnis dieser fakalen Kotkultur
von Hunden mit chronischem Durchfall mit der von gesunden Hunden zu
vergleichen. In einer Studie bei Hunden mit akutem Durchfall konnte bereits
gezeigt werden, dass enteropathogene Bakterien nicht hdufiger bei diesem
Krankheitsbild gefunden werden im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe
(CAVE et al., 2002). Studien zur Wertigkeit der bakteriologischen Kotkultur beim
chronischen Durchfall des Hundes existierten bisher nicht. Die Studie 1 zeigte
keinen signifikanten Unterschied im Ergebnis der Kulturen der beiden Gruppen.
Bei den Hunden mit chronischem Durchfall konnten keine klassischen
Enteropathogene auBer hamolysierenden E. coli isoliert werden. Die klinische
Relevanz dieser Bakterienspezies bei Hunden mit chronischem Durchfall erscheint
jedoch fraglich, weil diese Spezies sogar bei einer héheren Anzahl der gesunden
Kontrollhunde isoliert werden konnte. Historisch gesehen konnte in verschiedenen
Studien ein  Zusammenhang zwischen dem  Auftreten verschiedener
Virulenzfaktoren und der Eigenschaft von E. coli, Erythrozyten zu hdmolysieren,
gesehen werden (HACKER et al., 1983). Jedoch zeigten auch friihere Arbeiten,
dass hdmolysierende E. coli ebenso ein Keim der normalen caninen intestinalen
Mikrobiota sein kénnen (BEUTIN, 1999). Andere Enteropathogene wie Yersinia
enterocolica, C. jejuni oder Salmonella spp. konnten in keiner der Proben gefunden
werden. Klassische enteropathogene Bakterien scheinen also zusammenfassend bei
der Atiologie des chronischen Durchfalls, ebenso wie beim akuten Durchfall, eine
untergeordnete Rolle zu spielen. Die bakteriologische Kotkultur ist als
Diagnostikum bei Hunden mit chronischem Durchfall ohne Hinweise auf eine
systemische Entzundungsreaktion zur Diagnose einer bakteriellen Darminfektion
nur von fraglichem Nutzen. Ebenso existieren wenig Informationen Uber die
Variabilitdt der Ergebnisse bakteriologischer Kotuntersuchungen zwischen
verschiedenen Laboratorien. Die Variabilitat der Ergebnisse der Kotkulturen der
drei eingeschlossenen deutschen kommerziellen veterindrmedizinischen Labore
war erheblich. Die Definition einer ,,abnormalen Darmflora‘ war nicht einheitlich
nachvollziehbar. Labor 1 wies eine ,,abnormale Darmflora“ in allen aul3er zwei
Hunden der gesunden Kontrollgruppe und in allen auBer vier Hunden mit
chronischem Durchfall aus. Labor 2 und 3 dokumentierten diesen Befund weniger
oft, wobei in Labor 1 und in Labor 2 mehr gesunde Hunde eine ,,abnormale Flora*
zeigten als Hunde mit chronischem Durchfall. Dieses Ergebnis ist kontrér zum oben

angefiihrten DI, welcher eine signifikante Dysbiose bei den Hunden mit
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chronischem Durchfall im Vergleich zu der Kontrollgruppe zeigte. Ebenso ergab
sich eine schlechte Ubereinstimmung zwischen dem DI und den Ergebnissen der
bakteriologischen Kotkulturen der drei Labore mit Hilfe des Cohens-Kappa-Tests.

Labor 1 und Labor 2 machten zusatzlich zur generellen Interpretation der Flora als
»abnormal* oder ,,normal* Angaben Uber das VVorhandensein einer Gram positiven
und Gram negativen Flora. Gram negative Bakterien konnten in beiden Laboren bei
acht Hunden gefunden haben, jedoch waren nur zwei dieser acht Hunde
ubereinstimmend. Eine Gram positive Flora konnte von Labor 1 bei sieben und von
Labor 2 bei acht Hunden nicht isoliert werden. Bei zwei Hunden konnte Labor 2
und bei einem Hund Labor 1 gar keine Kultivierbaren Bakterien nachweisen.
Hierbei handelte es sich ausschlieBlich um Hunde der gesunden Kontrollgruppe.
Die Kultivierung der Bakterien erfolgte unter rein aeroben Bedingungen. Die
Sequenzierung der intestinalen Mikrobiota in verschiedenen Studien konnte jedoch
darlegen, dass es sich zum grofiten Teil um anaerob wachsende Bakterien handelte
(HANDL et al., 2011). Somit ist die gangige Praxis der eingeschlossenen Labore,
eine Interpretation der Darmflora basierend auf klassischer Mikrobiologie zu

dokumentieren, kritisch zu sehen.

Labor 1 identifizierte ein erhdhtes Wachstum an Clostridium spp. in der Hélfte der
Proben der Hunde mit chronischem Durchfall und der gesunden Kontrolltiere.

Dieser Befund wurde von Labor 1 als ,,abnormal® interpretiert.

Basierend auf der vorliegenden Literatur ist dieser Anteil an Clostridium spp.
tragenden Hunden jedoch gering. Bei geeigneter Probenhandhabung und
geeigneten Kultivierungsmethoden kann C. perfringens bei ca. 80 % der gesunden
Hunde im Kot identifiziert werden (MARKS et al., 1999; MARKS et al., 2002).
Clostridium spp. sind durch ein anaerobes Wachstum gekennzeichnet (MARKS et
al., 1999). Beim Transport unter aeroben Bedingungen, wie es generelle Praxis in
der Tiermedizin ist, kdnnen Clostridien innerhalb von Minuten sporulieren
(PAREDES-SABJA et al., 2014). Es wdren spezielle Kultivierungsmethoden
notwendig, um versporte Clostridien wieder anzuziichten. Leider wurden von
Labor 1 jedoch keine Informationen zur verwendeten Methodik gegeben. Zudem
war der Anteil der Hunde mit kultivierbaren Clostridien nicht signifikant verandert
im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe. Ebenso wie bei den hamolysierenden
E. coli, ist auch die Relevanz des Vorhandenseins von Clostridien bei Hunden mit
Enteropathien fraglich. Es sind eher bestimmte, durch C. perfringens produzierte
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Enterotoxine (z. B. NetF-Enterotoxin), die Erkrankungen auslésen kénnen (DINIZ
etal., 2018; LEIPIG-RUDOLPH et al., 2018). Hierbei handelt es sich aber um akute
Erkrankungen wie z. B. das akute hamorrhagische Durchfallsyndrom (AHDS)
(SINDERN et al., 2019; MEHDIZADEH GOHARI et al., 2020).

Im Vergleich dazu wies die PCR-Untersuchung das C.-perfringens-16S rRNA-Gen
in allen auller zwei Proben nach. Ein Unterschied zwischen Hunden mit
chronischem Durchfall und gesunden Kontrolltieren ergab sich nicht. Somit
erscheinen Clostridien und C. perfringens im Besonderen keine groRere Rolle bei

der chronischen Enteropathie zu spielen.

Die mykologische Kotkultur der drei Labore ergab keinen Unterschied zwischen
den Hunden mit chronischem Durchfall und den gesunden Kontrolltieren. Meist
wurde Candida spp. isoliert ohne Unterschied hinsichtlich der Haufigkeit zwischen
den Gruppen. Dieselben Ergebnisse konnten auch andere molekulargenetische
Untersuchungen des Mycobioms bei Hunden zeigen (FOSTER et al., 2013).

Eine wichtige Erkenntnis der Studie 1 war, dass die Ergebnisse der
bakteriologischen Kotkulturen der drei eingeschlossenen Labore erheblich
variierten und keine bis nur eine schwache Ubereinstimmung mit Hilfe des Cohens-
Kappa-Test zu finden war. Die Ursachen hierflr kdnnen vielfaltig sein und konnten
im Rahmen der Moglichkeiten der Studie nicht evaluiert werden. Da es sich um
eine geblindete Studie handelte und die veterindrmedizinischen Labore nicht
Durchfiihrer der Studie waren, fehlen jegliche Informationen zu den in den Laboren
angewendeten mikrobiologischen Methoden. Beispiele fur Ursachen fiur die
schlechte Ubereinstimmung der Ergebnisse sind die Benutzung einer disparaten
Methodik der Labore, Analysefehler, Falschinterpretationen, aber auch
praanalytische Fehler (O'TOOLE et al., 2000; NIEMI und NIEMELA, 2001;
CORRY et al., 2007). Die Proben wurden beispielsweise unterschiedlich
transportiert, jedoch erfolgte der Transport immer basierend auf den Empfehlungen
der Labore. AuRerdem kann eine Beprobung unterschiedlicher Anteile einer
Kotprobe (mit unterschiedlichen Subpopulationen an Bakterien) zu einer
Diskrepanz der Ergebnisse fuhren. Die Festlegung von Richtlinien fur addquate
Probenhandhabung und Versandbedingungen ware fur reproduzierbare Ergebnisse
unerldsslich. Doch selbst wenn diese Verfahren standardisiert werden, ist die
Definition von Dysbiose auf der Basis von Kulturmethoden nicht definiert und
basiert primdr auf individueller subjektiver Interpretation. Folglich konnten
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systematische Diskrepanzen zwischen den Laboren auftreten. Vom einsendenden
praktischen Tierarzt muss also das Ergebnis einer bakteriologischen Kotkultur
kritisch Oberdacht werden und Kulturen sollten nur bei eindeutiger Indikation

angefertigt werden.

Labor 1 und Labor 3 stellten unaufgefordert ein Antibiogramm der gefundenen
hamolysierenden E. coli zur Verfligung. Dies kann dem einsendenden Veterinar
suggerieren, dass eine antibiotische Therapie bei dieser Population an Hunden mit
chronischem Durchfall indiziert ware. Eine Antibiotikabehandlung sollte jedoch
nicht auf Basis der Ergebnisse einer Kotkultur initiiert werden. Der Consensus
zwischen veterindrmedizinischen Spezialisten der Gastroenterologie ist aulerdem,
dass eine antimikrobielle Therapie nur bei Hunden mit chronischem Durchfall und
Hinweisen fur eine echte Infektion (d. h. mit Anzeichen einer systemischen
Entzindungsreaktion  oder  Nachweis von invasiven  Bakterien in
Darmbiopsieproben) indiziert ist (CERQUETELLA et al., 2020).

Ein ungezielter Einsatz von Antibiotika kann zur Vermehrung von
Antibiotikaresistenzen fiihren, welche auf den Menschen Ubertragen werden
kdénnen (GUARDABASSI und KRUSE, 2003; BYWATER, 2004). Ein Ziel der
Studie 2 war es zu evaluieren, inwieweit die Gabe von Amoxicillin-Clavulansdure
zu einer Vermehrung des Anteils von amoxicillinresistenten E. coli fuhrt. E. coli
erschien geeignet als Markerspezies, da dieses Bakterium in verschiedenen Studien
Teil der normalen intestinalen Flora bei 98 % bis 99 % der Hunde ist und somit
haufig zu kultivieren ist (ESPINOSA-GONGORA et al., 2015; SCHMIDT et al.,
2018). Am Tag 0, vor der antibiotischen Therapie, war der Anteil der
amoxicillinresistenten E. coli bei unter 1 % bei Hunden mit akutem
unkompliziertem Durchfall. Dies deckt sich mit Ergebnissen aus einer Studie bei
gesunden Hunden aus Privathaushalten und Zwingerhaltung ohne antibiotische
Vorbehandlung, bei der der Anteil der amoxicillinresistenten fékalen E. coli ca.
2,5 % betrug (diese geschatzte Zahl wurde einer Grafik entnommen, die genaue
Zahl wurde in der Publikation nicht genannt) (DE GRAEF et al., 2004). In Studie
2 entwickelte jeder Hund der Antibiotikagruppe einen erhohten Anteil an
amoxicillinresistenten E. coli, nachdem er sechs Tage Amoxicillin-Clavulansdure
oral erhalten hatte. Bei den meisten Hunden lag der Anteil an amoxicillinresistenten
E. coli nach der antibiotischen Therapie bei 100 %. Dagegen war der Anteil in der

Placebogruppe gleichbleibend gering. Andere Studien dokumentierten niedrigere
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Anteile an resistenten E. coli. Allerdings sind diese in ihrer Aussagekraft im
Gegensatz zur vorliegenden Studie 2 eingeschrankt, da in der Regel nur an einem
Zeitpunkt das Resistenzmuster einzelner Bakterienisolate bestimmt wurde
(GULAY et al., 2000; MELO et al., 2015) und nicht der Anteil der resistenten
Bakterien an der Gesamtzahl der kultivierbaren Bakterien derselben Spezies. Somit
wurde also nur die Resistenz einzelner fakaler E. coli gemessen, was jedoch nicht
die Gesamtheit der fédkalen E. coli widerspiegelt. Die in Studie 2 angewandte
Methodik erscheint somit passender und zielflihrender, um den Verlauf der
Resistenzen Uber die Zeit zu evaluieren. Die Anwendung dieser Methode zur
Bestimmung der zeitlichen Entwicklung einer Resistenz wurde bisher nur bei
Grolitieren in wenigen Arbeiten angewendet (BIBBAL et al., 2007; ALEXANDER
et al., 2009). Erklart werden kann der erhohte Anteil der resistenten E. coli unter
Therapie unter anderem durch die Uberwucherung resistenter Bakterien, welche
vor der Antibiose schon in geringer Keimanzahl vorhanden waren. Zudem kénnte
der Anteil der resistenten E. coli ansteigen, wenn es zur Entwicklung neuer
Resistenzen kommt. Beide Erklarungen sind denkbar und konnten mit der
klassischen Mikrobiologie der vorliegenden Studie nicht voneinander
unterschieden werden. Ein erhdhter Anteil antibiotikaresistenter E. coli im Kot und
Darmtrakt ist generell problematisch, da hierdurch vermehrt resistente Bakterien an
andere Individuen und die Umwelt Ubertragen bzw. abgegeben werden kénnen.
Kommt es zu einer Infektion mit solchen resistenten E. coli aulerhalb des Gastro-
intestinaltraktes (z. B. Wundinfektionen oder aufsteigende Harnwegsinfektionen),
dann sind diese schwieriger zu behandeln, und es muss hé&ufiger auf
Reserveantibiotika zurtickgegriffen werden. In diesem Zusammenhang ist E. coli
nur als Markerspezies zu sehen, und es muss davon ausgegangen werden, dass viele
andere Bakteriengruppen auf den Selektionsdruck einer antimikrobiellen
Behandlung in dhnlicher Weise reagieren. Tierérzte sollten sich ihres Einflusses auf
die weltweite Entstehung von arzneimittelresistenten Infektionen bewusst sein,
wenn sie Breitspektrum-Antibiotika bei Hunden mit unkomplizierten
Erkrankungen einsetzen, insbesondere wenn die Indikation fiir eine antibiotische
Behandlung nicht gegeben ist. Noch bemerkenswerter ist der Verlauf des Anteils
der resistenten E. coli. Drei Wochen nachdem das Antibiotikum abgesetzt wurde,
zeigte sich der Anteil der resistenten E. coli immer noch signifikant erhoht im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Dieses Ergebnis unterstreicht, dass der Darmtrakt

noch lange nach Beendigung der Behandlung als Reservoir fur resistente Bakterien
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fungieren kann. Wie lange es dauert, bis der Anteil der resistenten Bakterien wieder
dem Ausgangswert entspricht, konnte Gegenstand weiterer Studien sein.
Verschiedene humanmedizinische Studien legen nahe, dass resistente Bakterien
noch bis zu vier Jahre nach der Antibiotikaexposition gefunden werden kénnen
(LOFMARK et al., 2006; JERNBERG et al., 2007; JAKOBSSON et al., 2010;
JERNBERG et al., 2010). Dies unterstreicht einmal mehr die Bedeutung im Sinne
des One-Health-Konzepts eines umsichtigen antimikrobiellen Einsatzes, um die

Ausbreitung von Antibiotikaresistenzen zu verhindern.

In der tierérztlichen Praxis werden Antibiotika immer noch bei mehr als der Halfte
der Hunde mit akutem unkompliziertem Durchfall eingesetzt, was jedoch oft auf
subjektivem Empfinden und anekdotischem Wissen basiert (GERMAN et al., 2010;
JONES et al., 2014). Bei AHDS wurde bereits gezeigt, dass eine antibiotische
Therapie mit Amoxicillin-Clavulansaure mit oder ohne Metronidazol nicht zu einer
schnelleren klinischen Verbesserung der Hunde fiihrte (UNTERER et al., 2011,
ORTIZ et al., 2018). Ein weiteres Ziel der Studie 2 war es zu evaluieren, ob die
Gabe von Amoxicillin-Clavulansaure zu einer schnelleren klinischen Verbesserung
von Hunden mit akutem unkompliziertem Durchfall fiihrt. Das eingeschlossene
Patientengut reprasentierte hierbei den gédngigen Hundepatienten in der
Kleintierpraxis mit akutem Durchfall, der nicht stationar zur intravendsen Therapie
aufgenommen werden muss und zu Hause mit symptomatischer Therapie betreut
wird. Meist ist die Erkrankung selbstlimitierend. Amoxicillin-Clavulansaure wurde
ausgewahlt, weil Beta-Lactam-Antibiotika die am haufigsten verwendeten
antimikrobiellen Mittel bei gastrointestinalen Magen-Darm-Erkrankungen bei
Hunden und Katzen sind (GERMAN et al., 2010).

Die Studie ergab zu keinem Zeitpunkt einen statistisch signifikanten Unterschied
im Klinischen Verlauf der Hunde, die mit Amoxicillin-Clavulansiure behandelt
wurden, im Vergleich zur Kontrollgruppe. Das Fehlen eines positiven klinischen
Effekts ist eine wichtige Erkenntnis flr praktische Tierédrzte, die diese Falle
routinemé&Rig und taglich behandeln.

Es konnten keine offensichtlichen Kklinischen Kurzzeit-Nebenwirkungen wvon
Amoxicillin-Clavulanséure beobachtet werden, obwohl gezeigt wurde, dass die
Verabreichung verschiedener Antibiotika (u. a. Amoxicillin-Clavulansaure,
Clindamycin, Enrofloxacin, Metronidazol) bei gesunden Hunden und Katzen
Durchfall ~ verursachen kann (TORRES-HENDERSON et al., 2017,
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WHITTEMORE et al.,, 2018; PILLA und SUCHODOLSKI, 2019). Die
Nebenwirkungen scheinen vom Alter des Patienten und der Art des eingesetzten
Antibiotikums abzuhdngen (MCFARLAND, 1998). AufRerdem konnte die
Applikationsroute und das individuelle Ansprechen der Tiere eine Rolle spielen
(MCFARLAND, 1998). Ein weiterer wichtiger Einflussfaktor konnte die Tierart
sein, weswegen die fehlenden negativen Effekte in der Studie 2 nicht auf andere
Tierarten wie z. B. die Katze uUbertragen werden kénnen. Weitere Untersuchungen
sind erforderlich, um die langfristigen Auswirkungen von Antibiotika bei Hunden
mit akutem Durchfall auf die allgemeine Gesundheitslage und speziell auf die
Darmgesundheit zu evaluieren. Beim Menschen gilt eine Antibiotikagabe vor allen
Dingen im jungen Lebensalter als Trigger fur chronische immunologische
Erkrankungen wie Asthma oder Morbus Crohn (KUMMELING et al., 2007,
UMAMAHESWARI et al., 2010; METSALA et al., 2015; KLEM et al., 2017).

Die vorliegende Studie zeigt, dass die signifikanteste klinische Verbesserung
innerhalb der ersten zwei Tage erfolgt. Dies entspricht den Ergebnissen friherer
Studien, in denen die Dauer des Durchfalls mit einem bis drei Tage angegeben
wurde (HUBBARD et al., 2007; SAEVIK et al., 2012). Da die Regeneration von
Enterozyten bis zu sechs Tage dauern kann, kdnnen auch Verldufe mit bis zu
einwdchiger veranderter Kotkonsistenz im Rahmen sein (LIPKIN, 1985). Gerade
weil akuter unkomplizierter Durchfall einige Tage bestehen bleibt, konnen
Tierdrzte eher im Zugzwang sein, therapeutisch auf den Krankheitsverlauf

einzuwirken und zum Bespiel Antibiotika einzusetzen.

Basierend auf dem CADS-Index (canine acute diarrhea severity index) wurden die
Hunde in beiden Gruppen als maRig erkrankt eingestuft. Es konnten keine klinisch
relevanten Veranderungen in der Hamatologie und im serumbiochemischen Profil
beobachtet werden. Diese Tatsachen lassen sich durch den Ausschluss von Hunden
mit einer schweren Form der gastrointestinalen Erkrankung erklaren. Diese
Hundepopulation wurde ausgewahlt, weil es speziell darum ging, ob der typische
Fall mit unkompliziertem Durchfall, der von Tierérzten taglich gesehen wird, von
einer antibiotischen Behandlung profitiert. Die Ergebnisse diirfen jedoch nicht auf
starker betroffene Hunde oder Hunde aus anderen Subpopulationen, wie Welpen,

Ubertragen werden.

Mit der vorliegenden Studie 2 konnte also gezeigt werden, dass Hunde mit
unkompliziertem akutem Durchfall, keinen klinischen Vorteil durch die Gabe von
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Amoxicillin-Clavulanséure erfuhren. Hierbei handelt es sich um ein wichtiges
Ergebnis fir die praktischen Tierdrzte. Die Erkenntnisse aus Studie 2 werden
begleitet von Ergebnissen anderer Studien, die den Einfluss von Metronidazol auf
den klinischen Verlauf bei Hunden mit akutem unkompliziertem Durchfall
untersuchten. In zwei bisher veréffentlichen placebokontrollierten Studien wurden
kontrare Schlussfolgerungen durch die Autoren gezogen. In einer Studie zeigte sich
keine signifikant schnellere klinische Verbesserung durch die Gabe von
Metronidazol, wohingegen eine zweite Studie eine signifikant schnellere
Verbesserung von 1,5 Tagen im Vergleich zur Placebogruppe dokumentierte
(SHMALBERG et al., 2019; LANGLOIS et al., 2020). Zu beachten ist in diesem
Zusammenhang jedoch der Unterschied zwischen signifikanten und klinisch
relevanten Ergebnissen. Es ist kritisch zu betrachten, ob diese Verbesserung der
Zeit bis zur Symptomfreiheit um 1,5 Tage bei einer nicht lebensgeféhrlichen
Erkrankung wie dem akuten unkomplizierten Durchfall die Gabe von Antibiotika
rechtfertigt. Zusétzlich wurden keine Langzeiteffekte durch die Gabe von
Antibiotika untersucht. Die Patientenpopulation der zitierten Studien und der Studie
2 bildeten Hunde mit unkomplizierten Krankheitsverlaufen. Die Tiere waren nicht
klinisch relevant dehydriert, mussten nicht hospitalisiert werden und zeigten keine
systemische Entziindungsreaktion. Aus diesem Grund kann man vermuten, dass
diese Patientengruppe nicht von einer antibiotischen Therapie profitiert. Essentiell
ware es, in weiteren Studien herauszuarbeiten, welche klinischen und
labordiagnostischen Parameter letztendlich zwischen Hunden mit unkompliziertem
Durchfall und Hunden, die eine komplizierte Erkrankung zeigen und antibiotisch

behandelt werden mussen, diskriminieren.

Bei beiden Studien sind relevante Limitationen zu nennen. Bei Studie 1 ist wichtig
hervorzuheben, dass keine Informationen tber die von den 3 Laboren verwendeten
mikrobiologischen Verfahrensweisen vorlagen. Folglich war es nicht mdglich, eine
exakte Evaluierung der Ubereinstimmung derselben Methode zwischen den
Laboren herauszuarbeiten. Dennoch erscheint die Information Gber die hochgradige
Diskrepanz zwischen den Ergebnissen der Labore flr die tierdrztliche Praxis
wichtig und sollte auch aus der Sicht des praktizierenden Tierarztes gesehen
werden. Die Ergebnisse unterstreichen, dass das Ergebnis einer bakteriologischen
und mykologischen Kotuntersuchung variieren kann, je nachdem an welches Labor

die Probe eingesandt wird.
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Eine weitere Limitation ist die Schwierigkeit, einen Goldstandard fur die
Mikrobiomanalyse zu bestimmen. In Studie 1 war die Kontrolle, mit der die
bakteriologischen Kotuntersuchungen verglichen wurde, der DI. Hierbei handelt es
sich eher um eine neuere Methode zur Evaluierung des intestinalen Mikrobioms.
Dennoch wurde in andern Studien gezeigt, dass die Ergebnisse des DI gut mit der
klassischen und detaillierten Sequenzierungs-Methode (bereinstimmen (PILLA
und SUCHODOLSKI, 2019; CHAITMAN et al, 2020). Diese
Sequenzierungsmethoden werden derzeit als Goldstandarduntersuchung in der

Mikrobiomanalyse angesehen.

In der Studie 2 ist als Limitation zu nennen, dass der Besitzer die Therapie
(Amoxicillin-Clavulanséure oder Placebo) dem Tier selbst verabreichte. Daher
kann eine nicht korrekte Applikation nicht ausgeschlossen werden. Somit konnte
der Einfluss des Antibiotikums auf die Ergebnisse der Mikrobiomanalyse, des
klinischen Verlaufs und der Antibiotikaresistenz unterschatzt werden. Dies
erscheint generell wegen der bestechend starken Ergebnisse der

Resistenzuntersuchung nicht sehr wahrscheinlich.

Des Weiteren war der Hundebesitzer auch dafur verantwortlich, die
Krankheitsaktivitat seines Hundes zu evaluieren. Somit kdnnten sich hier, je
nachdem wie eng der Tier-Besitzer-Kontakt war, Unterschiede in der Einschéatzung

durch den Besitzer ergeben.

Auferdem besteht eine Limitation beider Studie in der kleinen Patientenanzahl. Die
Patientenanzahl wurde vor Studienbeginn mittels Power-Analyse bestimmt. In
Studie 1 fallen statistisch vor allen Dingen die breiten Konfidenzintervalle auf, die
sich aber in der Antibiotika- und Placebogruppe gleichermaRen verhalten,
weswegen trotz des breiten Konfidenzintervalls eine Aussage (ber die Gleichheit
der Gruppen getétigt werden konnte. Die Konfidenzintervalle der Cohens-Kappa-
Tests der Studie 2 waren generell schmal, und grundlegend andere Aussagen bei
Wiederholung der Studie erscheinen unwahrscheinlich. Dennoch st es
wuinschenswert, weitere, grofler angelegte Studien in den Themengebieten der
mikrobiologischen Diagnostik und Therapie von akuten und chronischen

Enteropathien des Hundes durchzufihren.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Akute und chronische Enteropathien sind hdufige Erkrankungen in der
Hundepopulation. Zwischen beiden Formen gibt es grundlegende Unterschiede
hinsichtlich der mikrobiellen intestinalen Veranderungen, wie auch in der Therapie.
In dieser Arbeit wurden unter anderem die Sinnhaftigkeit verschiedener
mikrobieller diagnostischer Methoden bei chronischen Enteropathien und der Wert
einer antibiotischen Therapie bei Hunden mit akutem unkompliziertem Durchfall
untersucht. In beiden Originalartikeln wurde ein Fokus auf die Evaluation der

fakalen Mikrobiota gelegt.

Ziel der geblindeten und kontrollierten Studie 1 war es, verschiedene mikrobielle
diagnostische Methoden untereinander zu vergleichen und die Ergebnisse von
Hunden mit chronischem Durchfall im Vergleich zu gesunden Kontrollhunden zu
bewerten. Dabei wurde der DI als Referenzmethode gewahlt. Hierbei handelt es
sich um ein PCR-basiertes Verfahren zur Bestimmung einer intestinalen Dys- oder
Normobiose. In vorangegangenen Arbeiten wurde gezeigt, dass der DI gut mit dem
Goldstandard (detaillierten Sequenzierungsmethoden) korrelierte. Es konnte
gezeigt werden, dass bei 44 % der Hunde mit chronischem Durchfall, jedoch nur
bei 6 % der gesunden Kontrollhunde, eine Dysbiose vorhanden war. Weiterhin
wurden bakterielle Kotkulturen der Hunde mit Durchfall und der Kontrollgruppe
von drei verschiedenen kommerziellen veterindarmedizinischen Laboren (geblindet)
angefertigt. Hierbei zeigte sich, dass hdmolysierende E. coli als einzige klassische
Enteropathogene gefunden wurden. Allerdings wurden sie hdufiger in der gesunden
Kontrollgruppe isoliert. Klassische enteropathogene Bakterien scheinen also eine
untergeordnete Rolle bei der h&ufig vorhandenen Dysbiose bei chronischen
Enteropathien ~ zu  spielen.  Zudem interpretierten  die  beteiligten
veterindrmedizinischen Labore standardméRig die Darmflora basierend auf dem
aeroben Wachstum der Gram positiven und Gram negativen Flora. Diese
Interpretation stimmte jedoch bei keinem der drei Labore mit dem DI (berein,
weswegen die Sinnhaftigkeit eines solchen Vorgehens hinterfragt werden muss.
Dartiber hinaus gab es zwischen den bakteriellen Kotkulturen aus derselben Probe

nur eine ungeniigende bis schlechte Ubereinstimmung der Ergebnisse.

Ziel der verblindeten, placebokontrollierten Studie 2 war es, den Effekt von

Amoxicillin-Clavulansiure auf die intestinale Mikrobiota, den Anteil resistenter
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E. coli und den klinischen Verlauf von Hunden mit akutem unkompliziertem
Durchfall zu untersuchen. Amoxicillin-Clavulansdure wurde gewéhlt, da Umfragen
unter Tierdrzten gezeigt haben, dass dieses Antibiotikum am haufigsten bei Hunden
mit akutem Durchfall, oft ohne eindeutige Indikation eingesetzt wird. Es wurde in
der vorliegenden Studie fur 7 Tage oral in der zugelassenen Dosierung eingesetzt.
Hierbei zeigten die Hunde am Tag des Studieneinschlusses vor der Medikation im
Vergleich zum chronischen Durchfall keine Dysbiose. Auch durch Amoxicillin-
Clavulanséure wurde keine signifikante Dysbiose im Vergleich zur Kontrollgruppe
ausgelost. Dieses Ergebnis steht kontrar zu Studien zu anderen haufig eingesetzten
Antibiotika (Tylosin und Metronidazol).

Der Einfluss von Amoxicillin-Clavulanséure auf das Mikrobiom scheint eher mild
zu sein. Jedoch zeigte Studie 2 einen deutlichen Einfluss auf den Anteil der
amoxicillinresistenten fakalen E. coli. Vor der antibiotischen Therapie konnte
sowohl in der Verum- als auch in der Placebogruppe in weniger als 1 % der
isolierbaren E. coli eine Resistenz detektiert werden. Unter der Antibiotikagabe
stieg dieser Anteil im Median auf 100 % im Gegensatz zum gleichbleibend
niedrigen Anteil in der Placebogruppe. Noch interessanter erscheint, dass der Anteil
der resistenten E. coli auch drei Wochen nach Absetzen des Antibiotikums noch
signifikant erhoht war im Vergleich zur Placebogruppe. Dieses Ergebnis
unterstreicht den langfristigen Effekt einer antibiotischen Therapie auf die
Resistenzlage der fdkalen Mikrobiota. Bei E. coli handelt es sich hierbei nur um
einen Markerkeim. Ein &hnliches Verhalten bei anderen Bakteriengruppen
erscheint wahrscheinlich. Den dritten Pfeiler der Studie 2 bildete die klinische
Evaluation der Patienten. Hierfur wurden die klinischen Symptome der Hunde
mittels eines Tagebuchs, basierend auf dem CADS-Krankheitsaktivitatsindex, vom
Besitzer Uber eine Woche taglich erfragt. Die Ergebnisse zeigten keinen
signifikanten Unterschied im Krankheitsverlauf zwischen Antibiotika- und
Placebogruppe. Amoxicillin-Clavulansdure  fihrte in der vorliegenden
Studienpopulation an Hunden mit akutem unkompliziertem Durchfall nicht zu einer
schnelleren klinischen Verbesserung. Die Ergebnisse der Resistenzuntersuchungen
und der klinischen Evaluation der Hunde sollten als Grundlage fur die Erstellung

von Richtlinien zum rationalen Antibiotikaeinsatz herangezogen werden.

Die richtige Beurteilung einer mikrobiologischen Diagnostik erscheint als

Grundlage fur den sinnvollen Einsatz von Antibiotika wichtig. Kotkulturen von
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Patienten mit Enteropathien ohne andere Klinische und labordiagnostische
Anzeichen einer bakteriellen Infektion scheinen hierbei keinen Nutzen zu bringen
und den praktischen Tierarzt eher in Richtung einer nicht notwendigen
antibiotischen Therapie fehlzuleiten. Zur Beurteilung der Zusammensetzung der
intestinalen Mikrobiota und des Vorliegens einer Dysbiose eignen sich Kotkulturen
dementsprechend nicht. Stattdessen sollten neuere Verfahren wie der DI
herangezogen werden. Dieses PCR-basierte Kotuntersuchungsverfahren wurde
validiert und steht nun auch in Deutschland zur Routinediagnostik bei
Durchfallpatienten zur Verfligung. Die verschiedenen Einsatzbereiche der neuen
Verfahren zur Beurteilung der intestinalen Mikrobiota sollten in weiteren Studien

evaluiert werden.

AuRerdem missen Krankheitsbilder wie der akute unkomplizierte Durchfall unter
Tierdrzten erkannt werden als Erkrankungen, bei denen eine antibiotische Therapie
nicht von Nutzen ist und diese eher zur Vermehrung des Anteils an resistenten
Bakterien flhrt.
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VIl. SUMMARY

Acute and chronic enteropathies are common diseases in the canine population.
However, there are fundamental differences in both the microbial intestinal
composition and the therapy of these conditions. In this work, the value of different
microbial diagnostic methods in chronic enteropathies and the value of an antibiotic
treatment on dogs with acute uncomplicated diarrhea were investigated. In both

original publications, a focus was placed on the evaluation of the fecal microbiome.

The blinded and controlled study 1 aimed to compare different microbial diagnostic
methods and to evaluate the results of dogs with chronic diarrhea compared to
healthy control dogs. The dysbiosis index was chosen as the baseline test. It is a
PCR-based technique for the determination of intestinal dys- or normobiosis.
Previous studies have shown that the index correlates well with the gold standard
(detailed sequencing methods). Study 1 showed that dysbiosis was present in 44%

of dogs with chronic diarrhea, but only in 6% of healthy control dogs.

Furthermore, bacterial fecal cultures were obtained from three different commercial
veterinary laboratories (blinded). Hemolytic E. coli were the only classical
enteropathogens that were found. However, they were isolated more frequently in
the healthy control group. Thus, classical enteropathogenic bacteria appear to play
a minor role in the dysbiosis frequently present in chronic enteropathies. Moreover,
by default, the veterinary laboratories interpreted the intestinal flora based on
aerobic growth of Gram-positive and Gram-negative flora as part of their
standardized reports. However, this interpretation did not agree with the dysbiosis
index in any of the three laboratories, and therefore the usefulness of such an
approach must be questioned. Furthermore, there was only an insufficient to poor
agreement of the results between the bacterial fecal cultures of the three
laboratories.

The blinded, placebo-controlled study 2 aimed to investigate the effect of
amoxicillin-clavulanic acid on the intestinal microbiota, the proportion of resistant
E. coli, and the clinical course of dogs with acute uncomplicated diarrhea.
Amoxicillin-clavulanic acid was chosen because surveys have shown that this
antibiotic is most commonly used in dogs with acute diarrhea, often without a clear

indication. In the present study, it was used orally for seven days at the usual dosage.
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Here, the dogs showed no dysbiosis on the day of study inclusion compared to dogs
with chronic diarrhea. Amoxicillin-clavulanic acid also did not induce significant
dysbiosis compared to the control group. This result is contrary to studies on other

commonly used antibiotics (tylosin and metronidazole).

The effect of amoxicillin-clavulanic acid on the microbiome appears to be relatively
mild. However, study 2 showed a marked effect on the proportion of amoxicillin-
resistant fecal E. coli. Before antibiotic therapy, resistance was detected in less than
1% of isolatable E. coli in both the verum and placebo groups. Under antibiotic
administration, this proportion increased to a median of 100 % compared to a
consistently low proportion in the placebo group. Interestingly, the proportion of
resistant E. coli was still significantly increased three weeks after discontinuation
of the antibiotic compared to the placebo group. This result underlines the long-
term effect of an antimicrobial therapy on the resistance status of the fecal
microbiota. E. coli is only one marker organism. Similar behavior of other bacterial
groups seems likely. The third goal of study 2 was the clinical evaluation of the
patients. For this purpose, the dogs' clinical improvement was surveyed daily by the
owner for one week with the help of a diary based on the CADS disease activity
index. The results showed no significant difference in disease progression between
antibiotic and placebo groups. Amoxicillin-clavulanic acid did not result in more
rapid clinical improvement in the present study population of dogs with acute
uncomplicated diarrhea. The results of the resistance studies and the dogs' clinical

evaluation may contribute to rational antibiotic use in veterinary medicine.

In order to judicious use of antimicrobials in small animal medicine, a correct
microbial diagnosis is advantageous as a first step. Fecal cultures from patients with
enteropathies without other clinical and laboratory diagnostic signs of bacterial
infection seem to be of no use in this regard and tend to misguide the practical
veterinarian towards antibiotic therapy. Moreover, fecal cultures are not useful to
assess the composition of the intestinal microbiota and to document a dysbiosis.
Newer methods like the dysbiosis index are of greater value and should replace
fecal cultures in regard to evaluation of the microbiota. These PCR-based tests have
been validated and are available as routine diagnostic tool in dogs with diarrhea.
Future studies are necessary one the one hand to define indications for the
assessment of the intestinal microbiota. On the other hand, it is also necessary to

recognize more clinical pictures, such as acute uncomplicated diarrhea, in which
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antibiotic therapy is of no benefit and instead leads to an increase in the proportion

of resistant bacteria.
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