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Beitrag zu den Veroffentlichungen

1.1 Beitrag zu Paper |

Zur Erstellung des Papers | beschéftigte ich mich mit der Literaturrecherche zur Thematik Probi-
otika bei akuten und chronischen gastrointestinalen Erkrankungen des Hundes. Ich erstellte in
Folge einen Ubersichtsartikel in deutscher Sprache fiir die Kleintierpraxis, welcher einen Uber-
blick tber bisherige Studien zur genannten Thematik geben soll. Ich betreute die Anpassung von
Anderungsvorschlagen der Koautoren sowie des Verlags, in welchem das Paper eingereicht
wurde.

1.2 Beitrag zu Paper i

Nach Abschluss der Fertigstellung des Studiendesigns sowie der Bestatigung der Ethikkomission
zur Durchfiihrung der klinischen Studie, umfasste mein Beitrag zum Paper Il zunachst die Orga-
nisation der Medikamentenherstellung, da die Medikation (Metronidazol versus ein Synbiotikum)
im Rahmen dieser geblindeten Studie in Form von Kapseln an die Hunde verabreicht wurde. Die
Dosierung wurde entsprechend nach Gewichtsklassen zugefiihrt, weswegen die Kapseln eine
definierte Menge am Milligramm Wirkstoff bzw. im Falle des Synbiotikums eine definierte Anzahl
an Kolonien bildenden Einheiten enthalten mussten. Vor Start der Patientenaufnahme verfasste
ich Dokumente zur Einwilligung in die Studie mit entsprechender Aufklarung fir die Hundehalter
sowie ein Tagebuch, welches den klinischen Verlauf der Hunde wahrend der Studie dokumen-
tierte.

Die Aufnahme der Hunde in die Studie erfolgte durch mich im Rahmen meiner Tatigkeit als Tier-
arztin in der Medizinischen Kleintierklinik der LMU. Ich flihrte die klinische Untersuchung, Diag-
nostik (Hamatologie und Kotuntersuchung) sowie Verabreichung der initialen Therapie (Injektion
von Metamizol und Maropitant) durch. Die Patientenbesitzer wurden durch mich tber den Ablauf
der Studie informiert und iber die Medikamentenverabreichung sowie Dokumentation des Canine
Acute Diarrhea Severity Index (CADS-Index) aufgeklart.

Wahrend ein Hund die Studie durchlief, organisierte ich die terminierte Gewinnung und Lagerung
der Kotproben. Die Kotproben wurden nach Abschluss der Studie in gefrorenem Zustand an das
Gastrointestinal Laboratory der School of Veterinary Medicine and Biomedical Science der Texas
A&M Universitiy versendet, um dort den Dysbiose Index (DI) zu bestimmen. Die Dokumente zur
Erfassung des klinischen Verlaufs wurden durch mich verwaltet.

Nach Abschluss der Patientenaufnahme erfolgte durch mich die Auswertung der Tageblicher zur
Evaluation des CADS-Index und des DI. Ich erstellte mit Hilfe des Statistikprogramms GraphPad
Prism die Statistik und die entsprechenden Grafiken. Im Anschluss daran verfasste ich das Paper
Il in englischer Sprache, fligte entsprechende Anderungsvorschlage der Koautoren sowie des
Journals ,Veterinary Science“ ein. Das Paper Il wurde im Frihjahr 2024 publiziert. Die Daten
habe ich vor deren Publikation in 2 wissenschaftlichen Vortragen im Rahmen des AVCIM und
ECVIM Kongresses im Jahr 2022 vorgestellt.
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1. Einleitung

Akut auftretender und unkompliziert verlaufender Durchfall (AD) stellt einen der haufigsten Vor-
stellungsgriinde eines Hundes in der tierarztlichen Praxis dar [1-3]. Gekennzeichnet ist AD durch
das klinische Bild des Durchfalls sowie unter anderem akuter Vomitus und Hyporexie bis Anorexie
[1, 4, 5]. Die Symptome bei AD sind in der Regel mild und selbstlimitierend, sodass der Grofteil
der Hunde als ambulante Patienten behandelt werden kann [6-9]. Differenziert werden sollte AD
vom ebenso akut einsetzenden jedoch hamorrhagischen Diarrhésyndrom (AHDS), bei dem in
vielen Fallen eine stationdre Therapie erforderlich ist. Sinnvoll ist zudem eine Abgrenzung von
chronisch verlaufenden Gastroenteropathien, da die Symptome eines AD in der Regel nicht Ian-
ger als ca. 7-10 Tage vorhanden sind [3].

Die Ursachen von AD sind vielfaltig und haufig nachtraglich nicht mehr nachweisbar. Zu den nicht
infektiosen Ausldsern werden Diatmodifikationen (z.B. abrupte Futterwechsel, ungeeignetes Fut-
ter, Futterintoleranzen, etc.), Stress oder Medikamente (z.B. nichtsteroidale Antiphlogistika) ge-
zahlt [5, 10, 11]. Transiente, selbst-limitierende infektiose Ausloser kdnnen ebenfalls zu AD fih-
ren. In diesem Zusammenhang wird auf Clostridium perfringens (C. perfringens) und Escherichia
coli (E. coli) verwiesen [8, 12].

MaRgeblich vor dem Hintergrund der zunehmenden Entwicklung von Antibiotika-Resistenzen,
wird der Umgang mit antibiotischen Wirkstoffen sowohl in Human- als auch Tiermedizin kritisch
diskutiert [13]. In der Veterinarmedizin ist AD ein Erkrankungsbild, das in diesem Zusammenhang
im Fokus von Diskussionen steht [7, 14]. Eine Studie aus dem Jahr 2019 wies nach, dass Hunde
mit akuten Durchfallerkrankungen sehr frequent mit antibiotischen Wirkstoffen, allen voran mit
Metronidazol, behandelt werden [15]. Dieser routinemafige Einsatz von Metronidazol oder ande-
rer Antibiotika bei AD steht im Kontrast zu den geltenden Therapieempfehlungen zur Behandlung
von akuten Durchfallgeschehen [16, 17].

Hauptaspekt der Diskussion um den Einsatz von Antibiotika bei AD ist zunachst inwiefern tber-
haupt die Notwendigkeit einer antibiotischen Therapie besteht. Bei AHDS konnten mehrere Stu-
dien zeigen, dass das von C. perfringens stammende nekrotisierende Toxin NetF eine mitent-
scheidende Rolle in der Pathogenese der Erkrankung spielt [18-20]. Trotz dieser Erkenntnis ist
nicht in jedem Fall eine spezifische antibiotische Therapie notwendig [21]. Inwieweit Erreger wie
C. perfringens oder E. coli bei AD als primare bakterielle Ausldser benannt werden kénnen, wird
ebenfalls diskutiert. Untersuchungen haben gezeigt, dass sie auch bei gesunden Hunden regel-
maRig nachgewiesen werden kbénnen [8, 22, 23].

Zudem wird der Vorteil von Metronidazol hinsichtlich des Effekts auf die klinische Verbesserung
betroffener Hunde hinterfragt [7, 9]. Eine Studie konnte eine zlgigere klinische Verbesserung
durch den Einsatz von Metronidazol im Vergleich zu einem Placebo zeigen [8]. Andere Studien
hingegen ergaben, dass Alternativtherapien wie Probiotika, Synbiotika oder auch Placebo einen
aquivalenten Effekt auf die klinische Verbesserung aufweisen kénnen [6, 9]. Vor diesem Hinter-
grund wird diskutiert, inwieweit der Einsatz von Metronidazol unterstitzt werden kann, vor allem
in Hinblick auf die bekannten Negativaspekte des Antibiotikaeinsatzes. Es gibt Erkenntnisse,
dass Hunde durch die Verabreichung von Metronidazol eine signifikante intestinale Dysbiose ent-
wickeln kdnnen [24]. Zudem wurde das Auftreten gastrointestinaler und neurologischer klinischer
Anzeichen im Zusammenhang mit Metronidazol beobachtet [25]
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Im Lichte dieser Aspekte und Diskussionen werden in der Human- und auch der Veterinarmedizin
in zunehmendem Male probiotische Substanzen bei gastrointestinalen Erkrankungen einge-
setzt. Gerade in der Tiermedizin erscheint die Datenlage hierzu teilweise unubersichtlich. Daher
war es das Ziel der ersten Publikation, eine Ubersicht zum Einsatz von Probiotika und Probiotika
verwandten Praparaten wie Synbiotika bei gastrointestinalen Erkrankungen des Hundes zusam-
menzustellen. Die Publikation bietet einen Uberblick tiber die Herkunft und Unterteilung von Pro-
biotika. Zusatzlich werden die Ergebnisse von Studien zum Einsatz von Probiotika und Synbiotika
bei akuten und chronischen gastrointestinalen Erkrankungen des Hundes zusammenfassend
dargestellt. Die Publikation kann daher als Orientierung zur Auswahl eines Probiotikums oder
Synbiotikums beim Hund mit gastrointestinalen Erkrankungen genutzt werden.

Das erste Ziel der zweiten Publikation war eine vergleichende Evaluierung der klinischen Verbes-
serung von Hunden mit AD, denen Uber 7 Tage entweder Metronidazol oder ein Synbiotikum
verabreicht wurde. Die Hypothese war, dass die Verabreichung des Antibiotikums und des Syn-
biotikums vergleichbare klinische Verbesserung des Krankheitsgeschehens zur Folge haben.
Das zweite Ziel dieser Studie lag in der Analyse des intestinalen Mikrobioms von Hunden mit AD
und nachfolgend unter deren Therapie entweder mit Metronidazol oder einem Synbiotikum. Die
Hypothese war, dass von AD betroffene Hunde unter der Verabreichung von Metronidazol eine
Dysbiose entwickeln wahrend bei Patienten der Synbiotika-Behandlungsgruppe keine Dysbiose
entsteht.
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Der Einsatz von Probiotika bei akuten und chronischen gastrointestinalen Er-
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Schlisselworte: Lactobacillus ssp., Durchfall, chronische Enteropathie, IBD, AHDS, Giardien,
Parvovirose

Key words: Lactobacillus ssp., diarrhea, chronic enteropathy, IBD, AHDS, giardiosis, parvovirosis

Zusammenfassung

Probiotika sind Praparate, die lebende Mikroorganismen enthalten und dem Empfanger, bei Auf-
nahme adaquater Mengen, zu einem gesundheitlichen Nutzen verhelfen. Es werden hierbei u.a.
mono- und multistdAmmige Probiotika sowie Probiotika bakteriellen Ursprungs (z.B. Lactobacillus
ssp.) von Probiotika nicht bakteriellen Ursprungs (Saccharomyces boulardii) differenziert. Rein
rechtlich gesehen werden Probiotika in Deutschland als Futtermittelzusatzstoffe definiert und ent-
sprechend in einer Liste des Bundesamts fur Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit ge-
fuhrt. Bei verschiedenen akuten gastrointestinalen Erkrankungen des Hundes scheinen multi-
stdmmige Probiotika zu einem vorteilhaften klinischen Verlauf beizutragen. Hierzu zéhlen die un-
komplizierte akute Diarrhd, das Akute Hamorrhagische Diarhésyndrom sowie die Parvovirose.
Bei Endoparasiten-assoziierter Diarrhd lief3 sich hingegen bisher kein signifikanter klinischer Vor-
teil eines Einsatzes von Probiotika aufzeigen. Multistdmmige Probiotika wurden mit Erfolg bei
chronischer Inflammatory Bowel Disease des Hundes eingesetzt, wohingegen ihre Anwendung
bei Antibiotika- oder Futtermittel-responsiven und anderen chronischen gastrointestinalen Er-
krankungen keinen klinischen Vorteil aufzeigte. Die individuelle Auswahl eines Probiotikums je
nach Vorliegen akuter oder chronischer gastrointestinaler Erkrankung erscheint sinnvoll und emp-
fehlenswert.

Summary

Probiotics are substances containing live microorganisms that, when administered in adequate
amounts, confer a health benefit on the host. They are classified as either single- or multi-strain
probiotics. Additionally, probiotics may be of bacterial (i.e. Lactobacillus ssp.) or non-bacterial (i.e.
Saccharomyces boulardii) origin. From a legal point of view probiotics are defined as feed addi-
tives in Germany and are listed in a registry of the Bundesamts fir Verbraucherschutz und Le-
bensmittelsicherheit. Multi-strain probiotics may contribute to an improved clinical course in dif-
ferent acute gastrointestinal diseases of the dog. Among these are acute, uncomplicated diar-
rhea, acute hemorrhagic diarrhea syndrome, and parvovirosis. In diarrhea associated with endo-
parasites, no significant ameliorating effect has been shown to date. Multi-strain probiotics have
been demonstrated to confer a positive effect in canine chronic Inflammatory Bowel Disease,
whereas their use failed to show clinical improvement of dogs with antibiotic- or diet-responsive
chronic gastrointestinal disease. An individual selection of a probiotic preparation with regard to
its composition and in dependance of the presence of the specific chronic or acute gastrointestinal
disease seems advisable.

1. Einleitung

Probiotika weisen vielfaltige potentielle Einsatzgebiete beim Hund auf. Der vorliegende Artikel
bietet eine Literaturzusammenstellung zur Wirksamkeit von Probiotika und Probiotika-verwand-
ten Produkten bei akuten und chronischen gastrointestinalen Erkrankungen des Hundes.
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2. Grundlagen

Probiotika sind definiert als Praparate, die lebende Mikroorganismen enthalten und die, in ada-
quater Menge aufgenommen, dem Empfanger zu einem gesundheitlichen Vorteil verhelfen (Hyb-
ridword aus lateinisch pro ,fir“ und altgriechisch bios ,Leben” [26]). Von den eigentlichen Probi-
otika werden sowohl Prabiotika, Synbiotika als auch Postbiotika unterschieden (Tabelle1).

Probiotika werden in mehrere Untergruppen unterteilt.

Genus

; Basierend auf der Taxonomie von Mikroorganismen
Lactobacillus

I Y
L J findet eine Differenzierung in mono- und multistam-
[ Ehezics } mige Probiotika statt (Grafik 1). Ein monostdammiges

L. acidophilus
Probiotikum enthélt einen einzelnen Stamm. Dahinge-
gen beinhaltet ein multistdmmiges Probiotikum entwe-

Stamm der multiple Stamme derselben Spezies oder Genus

Lactobacillus acidophilus 30SC oder Stamme multipler Genera. Zudem kann dieses
Lactobacillus acidophilus ATCC 4796 . . .

efc. sowohl Bakterien als auch Pilze enthalten [27]. Weiter-

gehend werden probiotische Produkte bakteriellen Ur-
sprungs (z.B. Lactobacillus (L.) ssp. [28]) von Probio-

Grafik 1: Eintei hand der T:
R e tika nicht-bakteriellen Ursprungs differenziert. Zu Pro-
Griin: multistdmmiges Probiotikum . g . . . .
(tps:/ww.ncbi nm.nih gowTaxonomy/Browserwwtax.cgi) biotika nicht-bakteriellen Ursprungs finden sich Stu-

dien, in denen der Einsatz von Hefen (z.B. Saccharo-
myces boulardii [29]) oder Pilzen (z. B. Aspergillus ssp. [30]) beim Hund evaluiert wurden. Zudem
findet eine Klassifizierung in sporenbildende (z. B. Bacillus subtilis [31]) und nicht-sporenbildende
Probiotika (z.B. Laktobazillus- und Bifidobakteriumstdmme (B.)) statt. Diese Einteilung ist von
Bedeutung, da die gesteigerte Widerstandskraft und damit verbundene héheren Lebensfahigkeit
der Sporenbildner als vorteilhaft angesehen wird [32]. Zuletzt werden allochthone und autoch-
thone Probiotika voneinander unterschieden. Letztere sind Produkte, die Mikroorganismen ent-
halten, die auch regelmaRig aus dem intestinalen Mikrobioms des Hundes isoliert werden kénnen
(z. B. Laktobazillus- und Bifidobakteriumstdmme). Dahingegen enthalten allochthone Probiotika
Mikroorganismen, die im Darm nicht originar beheimatet sind und von auf3en in die gastrointesti-
nale Flora eingebracht werden. Beispielsweise zahlen Hefen, als eine Art Durchgangsmikroorga-
nismus, zu dieser Probiotika-Art [33].

Rein rechtlich gesehen werden probiotische Praparate in Deutschland als Futtermittelzusatzstoffe
klassifiziert und somit in der Verordnung (EG) Nr. 1831/2003 iber Zusatzstoffe zur Verwendung
in der Tierernahrung (Futtermittelzusatzstoff-Verordnung) gefiihrt. Das Bundesamt fiir Verbrau-
cherschutz und Lebensmittelsicherheit stellt eine konsolidierte Liste aller fiir die Tierernahrung
zugelassenen Futtermittelzusatzstoffe zur Verfiigung (BVL - Liste der zugelassenen Zusatzstoffe
in Futtermitteln (bund.de)). In dieser Liste der flur Futtermittel zugelassenen Zusatzstoffe sind zu-
dem Mindest- und Maximalangaben der Kolonien-bildenden Einheiten (KBE) pro Kilogramm auf-
gefuhrt.



https://www.bvl.bund.de/DE/Arbeitsbereiche/02_Futtermittel/03_AntragstellerUnternehmen/05_Zusatzstoffe_FM/03_Liste_zugelassene_Zusatzstoffe/fm_liste_zugelassener_zusatzstoffe_node.html
https://www.bvl.bund.de/DE/Arbeitsbereiche/02_Futtermittel/03_AntragstellerUnternehmen/05_Zusatzstoffe_FM/03_Liste_zugelassene_Zusatzstoffe/fm_liste_zugelassener_zusatzstoffe_node.html
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Tabelle 1: Definition von Probiotika und verwandter Produkte

Table 1: Definition of probiotics and related products

Probiotika Probiotika sind Praparate, die le- Synbiotika Produkte, die sowohl pra- als auch
L. bende Mikroorgansimen enthalten L. probiotische Inhaltstoffe enthalten
probiotics . ; . synbiotics
und die, wenn in adaquater Menge [34, 35].

aufgenommen, dem Empfanger zu
einem gesundheitlichen Nutzen ver-

helfen [26].
Prabiotika Ein nicht-verdauliches Substrat, das Postbiotika Ein Praparat, aus nicht-lebenden
L dem Empfanger zu einem gesund- . Mikroorganismen und/oder deren
prebiotics o o postbiotics . . .
heitlichen Nutzen verhilft, indem es Bestandteilen sowie Metaboliten,
selektiv das Wachstum oder die Ak- welches dem Empfanger zu einem
tivitat einzelner oder bestimmter gesundheitlichen Nutzen verhelfen
Bakterien im Kolon stimuliert [36]. soll [38, 39].
Z.B.: Inulin, Fruktooligosaccharide Z.B.: biologisch aktive Metaboliten
(FOS), Mananoligosaccharide von Bakterien oder Hefen, Exopoly-
(MOS), Galaktooligosaccharide saccharide, Enzyme, Zellwandfrag-
[37] mente, kurzkettige Fettsauren, bak-

terielle Lysate, Metaboliten [40]

3. Einsatz von Probiotika und Probiotika-verwandter Produkte bei gastrointestinalen Er-
krankungen des Hundes

In den letzten Jahren zeigt der Konsum rezeptfreier Probiotika beim Menschen weltweit eine
deutliche Steigerung auf [41]. In der Humanmedizin liegen Daten zum erfolgreichen Einsatz von
Probiotika bei folgenden Erkrankungen vor: akute infektidse und antibiotikaassoziierte Diarrhd,
Clostridium-difficile-assoziierter Durchfall, hepatische Enzephalopathie, Colitis ulcerosa,
Reizdarmsyndrom, funktionelle gastrointestinale Stérungen und nekrotisierende Enterokolitis.
Nicht wirksam scheinen Probiotika bei akuter Pankreatitis und Morbus Crohn zu sein [42].

Fir den Hund liegen ebenfalls verschiedene Studien vor, in denen Probiotika, Prabiotika oder
Synbiotika bei akuten und chronischen gastrointestinalen Erkrankungen evaluiert wurden. Diese
sind im Folgenden zusammengestellt (siehe auch Tabelle 2).

3.1 Akute gastrointestinale Erkrankungen

Akute gastrointestinale Erkrankungen sind durch ein akutes (3-7 Tage) Auftreten von unter an-
derem Diarrhd, Vomitus und Hypo- bis Anorexie charakterisiert [3, 43, 44]. Die Ursachen sind
vielfaltig. Sie kdnnen mild und selbstlimitierend verlaufen oder mit Komplikationen wie Dehydra-
tation, Sepsis oder dem Verlust von Albumin Gber den Magen-Darm-Trakt einhergehen. Thera-
piert werden diese akuten Erkrankungen je nach Ursache, Klinik und Verlauf.

3.1.1. Akute unkomplizierte Diarrhé (AD): AD ist beim Hund einer der haufigsten Griinde einer
tierarztlichen Konsultation [1, 2]. Neben Durchfall kénnen Erbrechen und/oder Anorexie auftreten
[1, 4, 5]. AD verlauft meist mild und der Grof3teil der Patienten kann ambulant mittels einer symp-
tomatischen Therapie behandelt werden. Eine Unterscheidung von AD und dem Akuten Hamor-
rhagischen Diarrhdsyndrom (AHDS) ist dabei bedeutsam, da es beim letztgenanntem infolge von
Dehydratation und der Gefahr einer bakteriellen Translokation zu Komplikationen kommen kann
[45]. Die Ursachen eines AD sind vielfaltig und in der Regel nachtraglich nicht mehr nachweisbar.
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Méglich sind abrupte Futterwechsel, inadaquate Futtermittel, Hypersensibilitdten, Medikamen-
tenunvertraglichkeiten (z.B. Nicht-steroidale Antiphlogistika) oder Stress [5, 10, 11, 44]. In der
Literatur werden Infektionserreger wie Clostridium perfringens (C. perfringens) oder Escherichia
coli (E.coli) diskutiert, wobei diese auch bei gesunden Hunden aus dem Kot isoliert werden kon-
nen [11, 22, 23].

Mittlerweile liegt eine Vielzahl an zumeist Placebo-kontrollierten Studien vor, in denen der Einsatz
von Pro- oder Synbiotika bei Hunden mit AD evaluiert wurde. Eine dieser klinischen Untersuchun-
gen wies die Verbesserung bestimmter klinischer Parameter wie Kotkonsistenz, Allgemeinbefin-
den, Appetit und Vomitus durch die Verabreichung einer probiotischen Laktobazillen-Kombination
im Vergleich zum Placebo-Praparat nach [11].

Eine weitere Placebo-kontrollierte Studie zeigte eine Reduktion des Auftretens und der Dauer
von Diarrho bei Einsatz eines Enterococcus faecium- (E. faecium) enthaltenden Synbiotikums auf
[46].

Die Zeit von Beginn der Therapie bis zur letzten abweichenden Kotqualitat zeigte sich in einer
zusatzlichen Evaluation eines Probiotikums bestehend aus Laktobazillen, Bazillus-Stdmmen und
Pediococcus acidilactici im Vergleich zum Placebo signifikant verkirzt. Dahingegen war die
Dauer von Beginn der Therapie an bis zum letzten Auftreten von Erbrechen in beiden Gruppen
nahezu gleich [47].

Der Vergleich eines B. animalis-Stamms und eines Placebos wies einen signifikanten Vorteil der
Probiotikagruppe hinsichtlich der Zeit bis zur Ausheilung des Durchfalls auf. Zudem ergab sich
ein kleinerer Anteil an Hunden der Probiotikagruppe, die zusatzlich Metronidazol erhielten (38,5%
versus 50,5%, [48]).

Hunde, die in einer weiteren Studie mit E. faecium behandelt wurden, zeigten eine signifikant
kirzere Durchfalldauer. Eine geringere Anzahl an Hunden bendétigten eine zusatzliche Therapie
infolge ausbleibender Besserung oder klinischer Verschlechterung [49].

Erwahnung soll auch eine klinische Untersuchung finden, bei der sich zwischen den Individuen,
die ein E. faecium-beinhaltendes Probiotikum erhielten im Vergleich zur Placebogruppe kein Un-
terschied nachweisen lief3 [50].

Fazit Akuter unkomplizierter Durchfall als milde und haufig selbstlimitierende Erkrankung be-
notigt in vielen Fallen keine spezifische Therapie. Die Verabreichung von Pro-oder Syn-
biotika kann zu einer Verbesserung des klinischen Verlaufs beitragen.

3.1.2 Kanine Parvovirose: Das kanine Parvovirus (CPV) wird fakal-oral Gbertragen und kann nach
einer Inkubationszeit von ca. 4 bis 14 Tagen meist bei jungen Individuen in einem Alter von bis
zu 6 Monaten zu einer klinisch relevanten Erkrankung fiihren. Klinische Anzeichen sind Vomitus,
hamorrhagische Diarrhd, Anorexie und Dehydratation [51]. Die Neutropenie und das Risiko einer
bakteriellen Translokation aufgrund der erhohten Darmpermeabilitdt bergen die Gefahr einer
Septikamie gefolgt von Multiorganversagen und Tod [52]. Bei einer nachgewiesenen Parvovirus-
infektion (ELISA Antigen Schnelltest + PCR aus Kot) wird neben einer supportiven Therapie ein
Breitspektrum-Antibiotikum empfohlen [52].

In einer klinischen Studie aus dem Jahr 2012 wurden Hunde mit Parvovirose in 2 Gruppen mit
jeweils 10 Patienten unterteilt. Eine Gruppe erhielt zusatzlich zur supportiven Therapie und Anti-
biotikagabe (Ampicillin i. v. u./od. Gentamicin i. v.) ein multistdmmiges Probiotikum (Streptococ-
cus thermophilus BTO01, B. breve BB02, B. longum BL03, B. infantis BI04, L. acidophilus BAOS5,
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L. plantarum BPO6, L. paracasei BP07, L. delbrueckii ssp. bulgaricus, 450 x 10° KBE/Tag, Uber
einen Zeitraum von 1 bis 3 Wochen). Der Prozentsatz iberlebender Hunde in der Probiotika-
gruppe war mit 90% im Vergleich zur Nicht-Probiotika-Gruppe mit 70% tendenziell hdher, was
aber nicht signifikant war (Probiotikagruppe: 1 verstorbener Hund versus Nicht-Probiotika-
Gruppe: 3 verstorbene Hunde).

Die erhobenen klinischen Scores (tagliche klinische Allgemeinuntersuchung und Beurteilung kli-
nischer Parameter wie Allgemeinbefinden, Appetit, Kotkonsistenz, Prasenz und Haufigkeit von
Vomitus und Diarrhd: Score 0 (keine klinischen Anzeichen) bis 3 (hochgradige klinische Anzei-
chen)) der Probiotikagruppe waren am 3. und 5. Tag der Behandlung signifikant niedriger als die
der Nicht-Probiotika-Gruppe (p < 0,05). Die hamatologische Analyse zeigte zudem, dass die Leu-
kozyten- und Lymphozytenzahlen der Probiotikagruppe am Tag 5 signifikant héher waren als vor
der Behandlung (p < 0,05) wahrend in der Nicht-Probiotika-Gruppe kein statistisch signifikanter
Anstieg dieser Zellfraktionen stattfand [53].

Fazit In einer klinischen Studie bei 20 Hunden mit Parvovirose konnte aufgezeigt werden,
dass die Gruppe, die zusatzlich zu einer supportiven und antibiotischen Therapie ein
multistdmmiges Probiotikum erhielt, eine Verbesserung des klinischen Verlaufs und der
Leukozyten bzw. Lymphozyten aufwies.

3.1.3 Akutes hamorrhagisches Diarrh6syndrom (AHDS): Als Ausloser fir ein AHDS gilt eine
Uberwucherung des Darms mit dem vorwiegend NetF-Toxin produzierenden Bakterium Clostri-
dium perfringens [18-20]. Charakteristisch fiir diese Erkrankung ist das akute Einsetzen von hoch-
gradiger hdmorrhagischer Diarrhé mit oder ohne Vomitus sowie Apathie und meist Anorexie. Der
deutliche Flissigkeitsverlust fihrt zu Dehydratation und Hamokonzentration [18, 20]. Die meisten
Hunde sprechen sehr gut auf eine intravendse Flissigkeitstherapie an [20]. In eine Studie wurde
aufgezeigt, dass der Einsatz einer antibiotischen Therapie bei Hunden mit unkomplizierten Ver-
laufen keinen signifikanten Einfluss auf Mortalitatsrate, Dauer des Klinikaufenthalts und Verbes-
serung der klinischen Anzeichen nach sich zog [21]. Weiterhin lieR sich darstellen, dass die An-
zahl der fiir das NetF-Toxin kodierenden Clostridium perfringens-Stamme am Tag 7 nach Beginn
einer lediglich supportiven Therapie unter die Nachweisgrenze sank [20]. Basierend auf den Er-
gebnissen dieser Untersuchung scheint es somit empfehlenswert, den Einsatz einer antibioti-
schen Therapie Hunden mit Anzeichen eines systemischen Entziindungsreaktionssyndroms oder
einem inadaquaten Ansprechen auf die supportive Therapie zu limitieren [20, 21].

Beziiglich der Wirksamkeit von Probiotika wurde in einer klinischen Studie mit 25 Hunden mit
AHDS ohne Anzeichen einer Septikédmie eine Patientengruppe (PRO) zusatzlich zur supportiven
Therapie ein multistammiges Probiotikum (L. paracasei, L. plantarum, L. acidophilus, L. delbruekii
ssp. bulgaricus, B. longum, B. infantis, B. breve, B. thermophilus, 225 10° KBE flr 1-10 kg KGW;
450 10° KBE fiir 10-20 kg KGW; 900 10° KBE flr 20-40 kg KGW, (iber 21 Tage) verabreicht und
mit einer Placebogruppe (PLAC) verglichen (40). Die PRO-Gruppe erfuhr nach 3 Tagen eine
signifikante klinische Verbesserung, wahrend diese in der PLAC-Gruppe nach 4 Tagen erzielt
wurde (p = 0,002, jeweils im Vergleich zu Tag 0). In der PRO-Gruppe waren die Konzentrationen
von Blautia [< 0,001] und Faecalibacterium, [p = 0,035] am Tag 7 im Vergleich zu Tag 0 signifi-
kant angestiegen, welches auf eine schnelle Normalisierung des Mikrobioms hindeutet. Dahinge-
gen zeigten die PLAC-Hunde keinen Anstieg des letztgenannten Stammes wahrend der gesam-
ten Studiendauer. Es lieR sich in dieser Gruppe lediglich an Tag 21 eine signifikante Zunahme
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der Blautia-Konzentration nachweisen. In der PRO-Gruppe war die Menge der C. perfringens
Enterotoxins kodierenden Bakterienstamme am Tag 7 signifikant niedriger als am Tag 0 (p =
0,011), wahrend in der PLAC-Gruppe keine Reduktion dieser Stamme ersichtlich war. NetF ko-
dierende Bakterienstdmme waren in beiden Gruppen initial nachweisbar, jedoch lag die Anzahl
am Tag 7 in beiden Gruppen unterhalb der Nachweisgrenze [20].

Fazit Bei Hunden mit aseptischem AHDS, die das in der genannten Studie multistammige
Probiotikum erhielten, liel® sich sowohl ein klinischer Unterschied zur Placebogruppe
und als auch eine positive Wirkung auf das intestinale Mikrobiom aufzeigen. Der Nach-
weis von NetF kodierender C. perfringens-Stamme war transient und selbstlimitierend.
Es scheint empfehlenswert, den Einsatz eines Antibiotikums auf Hunde mit Anzeichen
einer bakteriellen Translokation und/oder klinischer Verschlechterung zu limitieren.

3.1.4. Endoparasiten/Protozoen-assoziierte gastrointestinale Erkrankungen: Eine Infektion mit
Endoparasiten/Protozoen kann zu akuter oder chronischer, milder bis moderater Diarrh6 und ab-
dominaler Dolenz sowie Gewichtsverlust flhren. Hierbei sind auch subklinische Verlaufe moglich
[51, 54, 55]. In Anbetracht eines positiven Befunds von Giardia duodenalis rat das Expertengre-
mium der European Scientific Counsel Companion Animal Parasites (ESCCAP) nur bei klinisch
auffalligen Hunden, bei Hunden, die in Kontakt zu Risikopatienten (Kleinkinder, immunkompro-
mittierte Menschen) stehen oder bei einer erhdhten Gefahr der Infektion von anderen Tieren
(Hundezuchten, Tierheimen) zu einer Behandlung. Es stehen Wirkstoffe - beispielsweise Fenbe-
ndazol - zur Behandlung von Giardia duodenalis oder Helminthosen zur Verfligung, deren Wirk-
samkeit bei geringem Risiko fiir unerwiinschte Wirkungen nachgewiesen ist [56, 57].

Bezuglich der Effektivitat von Probiotika, zeigte sich in einer Studie, dass eine 6-wdchige Verab-
reichung von E. faecium SF68 NCIMB10415 (5 x 10® KBE/Tag) bei Hunden mit einer Giardia
duodenalis-Infektion keinen Effekt auf Zystenausscheidung, fakale Antigenausscheidung und Ig-
A-Konzentration hatte oder eine starkere leukozytare Phagozytentatigkeit induzierte [58].

Eine weitere Untersuchung bei Tierheimhunden mit Diarrhé fand in Bezug auf deren Parasiten-
pravalenz keine Unterschiede zwischen einer Probiotika+Metronidazol-Gruppe (E. faecium SF
68 NCIMB 4b1705 mit 5 x 108 KBE/Dosis 1 x tgl. fiir 7 Tage) und einer Kontrollgruppe (Metro-
nidazol+Placebo, jeweils n=16 (49)). Am Tag 7 wurde hier bei 37,5% der mit Metronidazol be-
handelten Hunde und bei 68,8% der mit der dualen Therapie behandelten Individuen eine physi-
ologische Kotkonsistenz festgestellt. Es liefl3 sich dabei jedoch kein signifikanter Unterschied dar-
stellen (p = 0,1556). Der prozentuale Anteil der Tage mit unauffalligem Stuhlgang war bei den
Hunden der Probiotika+Metronidazol-Gruppe, mit 65,6% signifikant hoher (p = 0,0496) als bei
den Hunden, denen nur Metronidazol verabreicht wurde (46,9%). Zwei Hunde der Probio-
tika+Metronidazol-Gruppe waren mit Giardien infiziert; im Verlauf der Behandlung konnte eine
Elimination der Zystenausscheidung sowie eine Abheilung der Diarrhd verzeichnet werden. Da-
hingegen zeigten von 7 Giardien-positiven Hunden der Kontrollgruppe an Tag 7 immer noch 6
Individuen (85,7%) eine Zystenausscheidung, 4 dieser Hunde wiesen weiterhin Diarrhé auf. Die
Autorinnen schlussfolgern, dass die Zugabe des Probiotikums SF68 zu einer Metronidazolbe-
handlung und einer standardisierten Diat den klinischen Verlauf bei Hunden mit Diarrhd positiv
beeinflussen kann [59].

Weiterhin wurden in einer Studie Hunde mit einer Ancylostomatidose (Hakenwurminfektion) tiber
28 Tage mit einem Probiotikum bestehend aus L. acidophilus ATCC 4536, L. plantarum ATCC



Paper | 18

8014 und L. delbrueckii UFV H2B20 (1 x 10° KBE/ml) behandelt. Im Vergleich zur unbehandelten
Kontrollgruppe zeigte die Probiotikagruppe eine signifikante Reduktion des Anteils an Ei-
ern/Gramm im Kot (88,83% / p < 0,05) sowie einen Anstieg der Leukozyten- und Lymphozyten-
zahlen. Die Autorlnnen unterstreichen den potenziellen Nutzen von Laktobazillus-Arten bei der
Bekampfung der kaninen Ancylostomatidose [60].

Fazit Mithilfe der Behandlung mit E. faecium allein konnte in einer Studie bei Hunden mit
einer Giardien-Infektion keine Wirkung erzielt werden. Die Kombination eines Probioti-
kums mit einer Metronidazolbehandlung zeigte hingegen in einer weiteren Studie posi-
tive Effekte im Vergleich zur alleinigen Metronidazoltherapie auf. Die Behandlung mit
Laktobazillus-Spezies birgt gemal einer Studie einen potenziellen Nutzen bei Hunden
mit Ancylostomatidose (Hakenwurminfektion).

3.1.5 Antibiotika-assoziierte gastrointestinale Anzeichen: Eine antibiotische Therapie ist bei einer
Vielzahl verschiedener chirurgischer oder medizinischer Falle indiziert. In deren Folge ist die Ent-
wicklung antibiotika-assoziierter gastrointestinaler Anzeichen sowie intestinaler Dysbiose moglich
[24, 61].

Der Einsatz von Probiotika betreffend, wurde in einer Studie Hunden, im Rahmen einer Hemila-
minektomie zusatzlich zu einer intraoperativen Cefazolinbehandlung zweimalig (~12 und 24 h
nach Anasthesie) ein multistammiges Probiotikum (L. paracasei, L. plantarum, L. acidophilus, L.
delbruekii ssp. bulgaricus, B. longum, B. infantis, B. breve, B. thermophilus, eine Kapsel pro Do-
sis, 112,5 x10° KBE pro Kapsel) verabreicht. Im Vergleich zu einer Placebogruppe konnte hier
kein signifikanter Effekt auf den Dysbiose Index (DI) dargestellt werden [62].

Eine weitere Studie evaluierte die Gabe eines multistammigen Probiotikums (B. bifidum, E. fae-
cium, Streptococcus thermophilus, L. acidophilus, L. bulgaricus, L. casei, L, plantarum mit 1 x
10'° KBE/Tablette plus Saccharomyces boulardii mit 1 x 10'° KBE/Tablette Uber 3 Wochen) in
Kombination mit einer antibiotischen Therapie aus Enrofloxacin und Metronidazol bei gesunden
Hunden im Vergleich zu einer Placebogruppe (Enrofloxacin/Metronidazol + Placebo, n=22). Hier-
bei lag ein Abstand von einer Stunde zwischen der Verabreichung der Antibiotika und des Syn-
biotikums bzw. des Placebos. Die Synbiotikagruppe zeigte seltener eine reduzierte Futterauf-
nahme, mildere antibiotika-assoziierte gastrointestinale Anzeichen [61] sowie eine schnellere
Normalisierung der Komposition des féakalen Mikrobioms [63] als die Placebogruppe.

Zudem lieR sich in einer klinischen Untersuchung an 24 Hunden aufzeigen, dass die Verabrei-
chung von Saccharomyces boulardii zusatzlich zu einer Behandlung mit Lincomycin das Auftre-
ten antibiotika-assoziierter Diarrh6 verhinderte [64]

Fazit Antibiotika-assoziierte gastrointestinale Anzeichen und eine intestinale Dysbiose konn-
ten in verschiedenen Studien infolge der Verabreichung eines multistdmmigen Synbio-
tikums oder von Hefen wie Saccharomyces boulardii positiv beeinflusst werden. Der
Zeitabstand zwischen Antibiotika- und Probiotikumgabe lag bei 1-2 Stunden.
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3.2 Chronische gastrointestinale Erkrankungen

Bei einer chronischen Enteropathie bestehen gastrointestinale Anzeichen langer als 3 Wochen
oder treten intermittierend auf. Hierbei finden sich ggf. histopathologische Hinweise auf eine Ent-
zindung des Magendarmtrakts. Metabolische, infektidse oder neoplastische Ursachen sind hin-
gegen ausgeschlossen [65]. Die Literatur unterscheidet diese Enteropathien klassischerweise
anhand ihres Ansprechens auf eine Therapie in Futtermittel-responsive, Antibiotika-responsive,
Immunsuppressiva-responsive (Inflammatory Bowel Disease, IBD) oder nicht- ansprechende
Enteropathien [66-70]. Diese Einteilung wird jedoch mittlerweile als Gberholt angesehen, da es
sich um eine meist multifaktorielle Erkrankung handelt, bei welcher ein multimodaler Therapiean-
satz meist mehr Sinn macht. Zum klinischen Bild gehdren Diarrhd, Vomitus, Gewichtsverlust
und/oder Hyporexie/Anorexie [71]. Bei Hunden mit einer chronischen Enteropathien liegt zudem
in ca. 60% der Falle eine intestinale Dysbiose vor. Unklar ist derzeit, inwiefern diese Dysbiose
eine Darmentziindung verursacht, ob diese eine Folge der Entziindung ist oder es sich um eine
Kombination beider Mechanismen handelt [72].

3.2.1 Futtermittel-responsive chronische Enteropathie: Bei Hunden mit einer Futtermittel-respon-
siven, chronischen Enteropathie erfolgt eine klinische Verbesserung infolge einer Futtermodifika-
tion (Eliminationsdiat, hydrolysierte Diat, Fasern, etc., [73, 74]).

In einer Studie bei 12 betroffenen Hunden lieR sich mithilfe einer 6-wdchigen Behandlung mit E.
faecium (NCIMB 10415 E1707, 1 x 10° KBE) in Form eines Synbiotikums mit Fructooligosaccha-
riden und Gummi Arabaci weder auf den klinischen Verlauf (Canine Chronic Enteropathy Clinical
Activity Index) noch auf unterschiedliche Laborparameter (Histologie, duodenale und kolonale
Genexpression von ausgewahlten Genen assoziiert mit spezifischen T-Helfer Lymphozyten Li-
nien) signifikante Effekte erzielen [75].

Auch in einer ex-vivo Studie wurde durch die Zugabe von E. faecium auf Duodenalschleimhaut
keine erfolgreiche Wirkung auf die Gen- oder Proteinexpression von Inflammasomen beobachtet
[76].

Eine weitere Studie an 21 Hunden zeigte auf, dass sich der klinische Verlauf (Canine Inflamma-
tory Bowel Disease Activity Index) in der Patientengruppe nach 4-wdchiger Verabreichung einer
Mischung aus L. acidophilus und L. johnsonii (L. acidophilus NCC2628 und NCC2766, L. john-
sonii NCC2767, 10'° KBE/g) zusatzlich zu einer Eliminationsdiat auf &hnliche Weise verbesserte
wie in der Gruppe mit alleiniger Diat. In der Probiotikagruppe lieR® sich eine Reduktion der duo-
denalen IL-10 mRNA-Konzentrationen aufzeigen, wahrend die IFN-c mRNA-Konzentrationen im
Kolon anstiegen. Die Anzahl an Enterobactericeae reduzierte sich sowohl in der Probiotika- als
auch der Placebogruppe, wohingegen sich bei den Hunden der Probiotikagruppe ein signifikanter
Anstieg von Lactobacillus ssp. darstellen lies [77].

Eine kleine Studie mit 6 Hunden konnte eine Verbesserung der Kotkonsistenz und Kotabsatzfre-
quenz infolge einer 12-wochigen Gabe von L. acidophilus (DSM13241, 6 x 108 KBE/g) bei Hun-
den mit einer nicht-spezifischen Futtermittelsensibilitdt aufzeigen. Die Anzahl der Laktobazillen
und Bifidobakterien im Kot zeigte eine Steigerung auf. Gleichzeitig lag eine nicht-signifikante Re-
duktion von C. perfringens und E. coli vor [78].

Fazit Infolge der Verabreichung von L. acidophilus erfuhren Hunde einer kleinen Studie mit
Futtermittel-responsiver Enteropathie Verbesserungen klinischer Parameter. Eine ver-
gleichende Studie zeigte eine vergleichbare Verbesserung von Hunden mit Diat- und
Probiotikabehandlung und Individuen mit alleiniger Diat.
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3.2.2 Antibiotika-responsive Enteropathie: Bei Antibiotika-responsiver Enteropathie zeigt sich
eine klinische Verbesserung infolge einer anitbiotischen Behandlung, meist treten die klinischen
Symptome, insbesondere Durchfall, nach Beendigung der Therapie wieder auf [72, 79, 80].

Bezuglich der Effektivitat von Probiotika in diesem Zusammenhang lie sich in einer Studie an 9
Hunden mit Tylosin-responsiver, chronische Enteropathie, nach 4-wdchiger Verabreichung von
L. rhamnosus GG (5x10° KBE/Kapsel) keine Verlangerung der klinischen unauffalligen, Antibio-
tika-freien Phase erzielen [81].

Fazit L. rhamnosus GG verhinderte im Rahmen einer klinischen Studie das Wiederauftreten
Tylosin-responsiver Diarrhd nicht.

3.2.3 Inflammatory Bowel Disease (IBD): Die Diagnose einer kaninen IBD setzt sich aus dem
histologischen Nachweis entzindlicher Prozesse in der Darmwand in Kombination mit einem An-
sprechen auf eine antientziindliche Therapie zusammen [82, 83].

Hinsichtlich der Wirksamkeit von Probiotika bei IBD zeigt eine Studie einen positiven Effekt der
2-monatigen Behandlung von 20 Hunden mit einem multistdmmigen Probiotikum (4 Stdmme Lac-
tobacillus, 3 Stamme Bifidobacterium, 1 Stamm Streptococcus, 112 bis 225 x 10° gefriergetrock-
nete Bakterien/10 kg) auf. Die Evaluation beinhaltete den Vergleich des klinischen Verlaufs an-
hand des Canine Inflammatory Bowel Disease Index, der Normalisierung einer Dysbiose und der
Reduktion von Entziindungszellen in duodenalen Biopsien mit einer Kontrollgruppe (Therapie mit
Metronidazol und Prednisolon, [84]). Diese Studie konnte zudem zeigen, dass die Verabreichung
eines Probiotikums zu einer Steigerung von Gewebemarkern, die ein toleranteres intestinales
Mikromilieu widerspiegeln (z.B. Erh6hung der TGF-b und FoxP31 Regulations-T-Zellen), beitra-
gen kann [84]. Weiterhin lagen hier Hinweise auf die Modulation intestinaler Epithelzellpermeabi-
litat infolge einer Modifikation der Expression von , Tight Junctions® wie E-Cadherin, Occludin und
Zonulin vor [84, 85].

Eine weitere, Placebo-kontrollierte Studie evaluierte den Einsatz von Saccharomyces boulardii (1
x 10° KBE/kg, liber 60 Tage) bei 20 Hunden mit oder ohne Protein-Verlust-Enteropathie. Beim
Vergleich der Gruppen zeigte sich eine signifikante Verbesserung des klinischen Verlaufs gemes-
sen anhand des Canine Chronic Enteropathy Clinical Activity Index (Tag 45 p < 0,05; Tag 60 p <
0,01), der Kotabsatzfrequenz (Tag 60 p > 0,05) und des Korper-Konditions-Scores (Tag 60 p <
0,05). Hunde mit einer Protein-Verlust-Enteropathie zeigten einen signifikanten Anstieg des Se-
rum-Albuminspiegels [86].

Fazit Basierend auf 2 Studien zeigten sowohl ein multistdmmiges Probiotikum als auch Sac-
charomyces boulardii das Potential, zu einer klinischen Verbesserung von IBD betroffe-
ner Hunde sowie einer positiven Modifikation der Entziindungsprozesse beizutragen.
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4. Fazit fiir die Praxis

Probiotika bergen als Therapeutikum sowohl in Human- als auch der Veterindrmedizin ein gewis-
ses Potential. Verschiedene Mdglichkeiten der Zusammensetzung, von einzelstammigen bis zu
multistdmmigen Probiotika mit bakteriellen als auch von Pilzen stammenden Mikroorganismen
stehen fur die Behandlung zur Verfigung.

Zum Einsatz von Probiotika und Probiotika-verwandter Produkte bei akuten und chronischen
gastrointestinalen Erkrankungen des Hundes liegen mittlerweile verschiedenste Studien vor. Die
Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigen ein gewisses Potential dieser Substanzen auf und
ergeben so die Moglichkeit, Probiotika und Probiotika-verwandte Produkte bei verschiedenen Er-
krankungen bspw. beim akuten unkomplizierten Durchfall als Therapieoption anzusprechen. Der
Einsatz eines multistdmmigen Probiotikums beim AHDS zeigte in einer Studie positive Effekte,
so dass hier bei Bestatigung dieser Ergebnisse in zuklnftigen Untersuchungen maoglicherweise
ein gewisses Potential zu liegen scheint. Hingegen scheint basierend auf initialen Studien die
Effektivitdt von Probiotika bei kaniner Giardiose nicht vielversprechend zu sein. Bei kaniner IBD
konnte die Behandlung mit multistdmmigen Probiotika eine Verbesserung des klinischen Verlaufs
erzielen, welches bei Futtermittel-responsiven Enteropathien nicht der Fall war. Hieraus ergibt
sich die Notwendigkeit, eine individuelle Auswahl eines Probiotikums vorzunehmen, bei der so-
wohl die genaue Zusammensetzung des Praparats als auch die spezifische Indikation Bertick-
sichtigung finden.
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Tabelle 2: Einsatz von Probiotika und Probiotika-verwandter Produkte bei gastrointestinalen Erkrankungen des Hundes
Table 2: The use of probiotics and probiotics-related products in canine gastrointestinal diseases
Erkrankung Studien Design Ergebnisse Referenz
Disease Study design Results Reference
Probiotikum/Probiotika-verwandtes Pro-
dukt
Probiotic/probiotic-related product
Akuter un- 134 junge und gesunde Hunde, welche von Die Menge von AHC?7 konnte im Vergleich der Gruppen  [87]
komplizierter einem Privathaushalt in ein Tierheim umge- mit ansteigender Menge an Probiotikum signifikant an-
Durchfall siedelt wurden steigend in allen 3 Gruppen im Vergleich zur Kontroll-
(AD) N gruppe nachgewiesen werden
Gruppen: < 108 (definiert als Kontroll-
Acute un- gruppe), 3 Gruppen mit 1,5 x 107, 1,5 x 108, Die Kotqualitat war signifikant besser (im Vergleich zur
complicated 1,5 x 10° KBE Bifidobacterium animalis (B.) Kontrollgruppe) in Woche 3 (p < 0,05) und wahrend der
diarrhea (AD) AHC7 1 x tgl. Uber 5 Wochen vor der Um- 3 Wochen (p < 0,03) nach der Unterbringung
siedelung und fiir die ersten 3 Wochen nach o . . . -
. . . . Signifikant weniger Hunde mit AHC7 zeigten auffallige
der Umsiedelung in das Tierheim
Kotqualitat wahrend der ersten Woche nach Umsiede-
lung im Vergleich zur Kontrollgruppe (p < 0,08)
60 Hunde mit akuter Diarrd Schnellere Normalisierung der Kotkonsistenz in der [11]
Probiotika- versus Placebogruppe
Gruppen: 3 vom Hund stammende Lactoba-
cillus ssp. (L.) in Kombination (L. fermentum  Verbesserung des Allgemeinbefindens Uber Erhalt des
VET 9A, L. rhamnosus VET16A und L. plant-  Appetits und Reduktion von Erbrechen durch das Pro-
arum VET14A), 2 x 10° KBE/ml mit 2000  biotikum im Vergleich zur Placebotherapie
ml/Hund 1 x tgl. versus Placebo . . .
Geringere Menge an Clostridium perfringens und
Enterocoocus faecium (E. faecium) in der Probiotika-
gruppe nachweisbar
773 Hunde, die in einem Tierheim aufgenom- ~ Weniger Tage mit Durchfall in der Synbiotika- (2%) ver-  [46]
men wurden sus Placebogruppe (3,2%), erfasst wahrend des Zeit-
raums des Tierheimaufenthalts
Gruppen: E. faecium NCIMB 10415 4b1707,
2 x 10° KBE/Kapsel plus FOS, Gummiarabi-  Auftreten von Durchfall in den ersten 14 Tagen des Auf-
kum 1 x tgl. wahrend des Aufenthalts im Tier-  enthalts im Tierheim geringer in der Synbiotika- (18,8%)
heim versus Placebo versus Placebogruppe (27,2%)
Das Auftreten von = 2 Tagen mit Durchfall in den ersten
14 Tagen des Aufenthalts im Tierheim geringer in der
Synbiotika- (4,6%) versus Placebogruppe (8,0%)
182 gesunde Hunde, welche im Tierheimleb-  Kein Unterschied zwischen beiden Gruppen hinsicht-  [50]
ten lich Kotkonsistenz und dem Nachweis von Endoparasi-
ten
Gruppen: E. faecium SF68, 2,1 x 10°
KBE/g/Tag fir 4 Wochen und Wechsel der
Therapie fir weitere 4 Wochen nach einer
Woche Pause versus Placebo
31 Hunde mit akuten gastrointestinalen  Schnellere Ausheilung des Durchfalls in der Probiotika-  [48]

Symptomen

Gruppen: B. animalis AHC7, 2 x 10
KBE/Tag fir maximal 2 Wochen bis Aushei-
lung des Durchfalls versus Placebo

(3,9 Tage) versus Placebogruppe (6,6 Tage)

Anteil der Hunde, welche Metronidazol erhielten kleiner
in der Probiotika- (38,5%) versus Placebogruppe
(50,0%)
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Kanine Par-
vovirose

Canine par-
vovirosis

Akutes ha-
morrhagi-
sches Diar-
rhésyndrom
(AHDS)

Acute hemor-
rhagic diarr-
hea syn-
drome
(AHDS)

36 Hunde mit akuten gastrointestinalen
Symptomen (Durchfall +/- Erbrechen)

Gruppen: L. acidophilus (1 x 35 Milliarden le-
bende Stdamme/ml) und Pediococcus a-
cidilactici, Bacillus subtilis, Bacillus lichenifor-
mis und L. farciminis (jeweils 2 x 85 Milliar-
den lebende Stamme/ml), 3 x tgl. gestartet
mit der doppelten Dosis bis Normalisierung
des Kots versus Placebo

148 Hunde mit akuten Anzeichen gastroin-
testinaler Symptome

Gruppen: E. faecium 4b1707, 2 x 108 KBE/g
plus Kaolin, Montmorillonite Clay, Psyllium,
Pektin, Betaglukan versus Placebo

16 gesunde Hunde

Gruppen: Saccharomyces cerevisiae (0,12
g/Hund/Tag) versus Placebo; alle Hunde
wurden mit einer Didt mit einem geringen An-
teil an Proteinen und Fasern fir 21 Tage ge-
futtert und in Folge auf eine Diat mit hohem
Gehalt an Proteinen und Fasern bis Tag 49
umgestellt

20 Hunde mit Parvovirusinfektion

Gruppen: Streptococcus thermophilus BT01,
B. breve BB02, B. longum BL03, B. infantis
BI04, L. acidophilus BAOS5, L. plantarum
BPO06, L. paracasei BPO7, L. delbrueckii ssp.
bulgaricus, 450 x 109 KBE/Tag mit symptom-
atischer Therapie (Infusionstherapie, Meto-
clopramid, Vitamin K, C, B-Komplex) und An-
tibiose (Ampicillin i.v. u./od. Gentamicin i.v.)
mindestens Uber 1 bis 3 Wochen versus
symptomatische Therapie und Antibiose
ohne Probiotika (Kontrollgruppe)

25 Hunde mit AHDS (aseptisch)

Gruppen: L. paracasei, L. plantarum, L. a-
cidophilus, L. delbruekii ssp. bulgaricus, B.
longum, B. infantis, B. breve, B. thermophilus
Uiber 21 Tage versus Placebo

Signifikant schnellere Normalisierung der Kotkonsis-
tenz in der Probiotika- (1,3 Tage) versus Place-
bogruppe (2,2)

Die Zeit von Beginn der Therapie bis zum letzten Auf-
treten von Erbrechen war in beiden Gruppen nahezu
gleich

Signifikant kirzere Durchfalldauer in Synbiotika- (32
Std.) versus Placebogruppe (47 Std.)

Weniger Hunde mit zusétzlicher Therapie wegen aus-
bleibender Besserung oder klinischer Verschlechterung
in Synbiotika- (3,5%) versus Placebogruppe (14,8%)

Probiotikum ohne signifikanten Effekt auf die Verdau-
lichkeit der Diat

In der Probiotikagruppe geringere fakale Konzentration
an biogenen Aminen (Tag 21 und 49), Ammoniak (Tag
23) und aromatischen Verbindungen, hohere Konzent-
ration an Butyrat im Vergleich zur Placebogruppe

Dysbiose Index (DI) in Probiotikagruppe niedriger als in
der Placebogruppe

Relativ hdhere Haufigkeit von Bifidobacterium (Tag 35
und 49) und Turicibacter

Relativ geringere Haufigkeit von Lactobacillus Genera
und Escherichia coli wurde nachgewiesen

Die Analyse der Beta Diversitét ergab eine starkere Mo-
dulation des Mikrobioms durch Probiotika am Tag 49
und eine beginnende Modulation am Tag 21 im Ver-
gleich zu Placebo

Prozentsatz an berlebenden Hunden in der Probio-
tika- (90%) hoher als in Kontrollgruppe (70%) (nicht sta-
tistisch signifikant)

Signifikant schnellere klinische Verbesserung in der
Probiotika- versus Kontrollgruppe

Die Leukozytenpopulation und insbesondere die Lym-
phozytenpopulation war bei den Hunden in der Probio-
tikagruppe 5 Tage nach der Behandlung signifikant ho-
her im Vergleich zur Kontrollgruppe

Schnellere klinische Verbesserung (1 Tag) in der Pro-
biotika- versus Placebogruppe

Schnellere Normalisierung des intestinalen Mikrobioms
in der Probiotikagruppe

Nachweis von Clostridium perfringens Stammen kodie-
rend fur Enterotoxin in der Probiotikagruppe signifikant
schneller negativ

[47]

[49]

(88]

[53]

[20]
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Antibiotika-
assoziierte
gastrointesti-
nale Symp-
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Antibiotics-
related gas-
trointestinal
diseases

20 Hunde mit Giardiose

Gruppen: E. faecium SF68 NCIMB10415, 5 x
108 KBE/Tag (iber 6 Wochen mit jeder Mahl-
zeit gefolgt von einem Tausch der Therapie
Uiber weitere 6 Wochen im Vergleich zu Pla-
cebo

32 Hunde mit Giardiose

Gruppen: Metronidazol + E. faecium SF68
NCIMB 10415 4b1705, 1 x 10"2 KBE/kg Uber
7 Tage versus Metronidazol + Placebo

10 Hunde mit einer Ancylostomatidose (Ha-
kenwurminfektion)

Gruppen: L. acidophilus ATCC 4536, L.
plantarum ATCC 8014, L. delbrueckii UFV
H2B20 mit 1 x 108 KBE/ml tiber 28 Tage ver-
sus keine Therapie (Kontrollgruppe)

20 Hunde mit Cefazolin perioperativ (Hemila-
minektomie)

Gruppen: zweimalige Gabe (~12 und 24
nach Anasthesie) eines Probiotikums mit 8
Bakterienstdmmen: L. paracasei, L. planta-
rum, L. acidophilus, L. delbruekii ssp. bulga-
ricus, B. longum, B. infantis, B. breve, B. ther-
mophilus, eine Kapsel pro Dosis, 112,5 x10°
pro Kapsel versus Placebo

22 gesunde Hunde

Gruppen: Verabreichung von Enrofloxacin
und Metronidazol gefolgt von einer Verabrei-
chung von B. bifidum, E. faecium, Strep-
tococcus thermophilus, L. acidophilus, L. bul-
garicus, L. casei, L, plantarum mit 1 x 10"
KBE/Tablette plus Saccharomyces boulardii
mit 1 x 10" KBE/Tablette eine Stunde spater
tiber 3 Wochen versus Placebo, 8 Wochen
Pause, cross over

Kein Unterschied zwischen den Gruppen hinsichtlich  [58]
Zystenausscheidung, fakaler Antigen Nachweis, fakale
Immunglobulin A Konzentration und Leukozyten-Pha-
gozyten-Aktivitat

Kein Unterschied des positiven Nachweises von Giar-  [59]
dien zwischen den Gruppen (gemessen vor und nach
Therapie)

Am Tag 7 normale Kotkonsistenz bei 37,5 % der Hunde
mit Metronidazol + Placebo-Therapie und bei 68,8 %
der Hunde Metronidazol + Probiotikum-Therapie (kein
signifikanter Unterschied)

Der Prozentsatz an Tagen mit normaler Kotkonsinstenz
war in der Gruppe Metronidazol + Probiotikum signifi-
kant héher (65,5%) versus Metronidazol + Placebo-
Therapie (46,9%)

Durch Metronidazol + Probiotikum ergab sich eine Eli-
mination von Giardien Zysten und ein Ausheilen des
Durchfalls bei 2 positiven getesteten Hunden (gemes-
sen vor und nach Therapie). Durch Metronidazol + Pla-
cebo ergab sich eine Elimination von Giardien Zysten
bei 1 Hund (weiterhin positiv waren 85,7%). 4 Hunde
dieser Gruppe zeigten an diesem Tag Durchfall

Geringere Anzahl an Eiern/g Kot in der Probiotika- ver-  [60]
sus Kontrollgruppe am Tag 28

Langsamer Anstieg der Anzahl an Eiern/g Kot nach Ab-
setzen der Therapie mit Probiotika (Vergleich Tag 35
und 42 zu Tag 28)

Hoéhere Anzahl an Leukozyten und Lymphozyten in der
Probiotika- versus Kontrollgruppe (Vergleich Tag 0 und
14 zu Tag 28)

Die Menge an Blautia sank 48 Std. nach Therapiebe- [62]
ginn in der Placebo- und nicht in der Probiotikagruppe
ab

Der DI war 48 Std. nach Therapiebeginn in der Probio-
tikagruppe hoéher, kein Unterschied zu Placebo

Appetit war in beiden Zeitrdumen in der Probiotika- bes-  [61]
ser als in der Placebogruppe

Kein signifikanter Unterschied hinsichtlich des Auftre-
tens von Erbrechen und Durchfall zwischen den Grup-
pen
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Futtermit-
telresponsive
chronische
Enteropathie
(FRD)

Food-respon-
sive chronic
enteropathy
(FRD)

22 gesunde Hunde mit Metronidazol und En-
rofloxacin

Gruppen: 3 Studienphasen (Periode vor The-
rapie, Therapie und Auswaschung), B. bifi-
dum, E. faecium, Streptococcus thermophi-
lus, und L. acidophilus, L. bulgaricus, L. ca-
sei, und L. plantarum, 1 x 10'° KBE/Tablette
plus Saccharomyces boulardii, 1 x 10'°
KBE/Tablette fiir 21 Tage versus Placebo

24 Hunde mit
Durchfall

Lincomycin-assoziiertem

Gruppen: Saccharmoyces boulardii (1000
mg/d) nach Lincomycin assoziiertem Durch-
Saccharmoyces
gleichzeitig mit Lincomycin versus nur Linco-

fall  versus boulardiii

mycin, jeweils Gber 10 Tage

21 Hunde mit FRD

Gruppen: L. acidophilus NCC2628 und
NCC2766, L. johnsonii NCC2767, 10
KBE/g fiir 4 Wochen zusétzlich zu einer Eli-
minationsdiat versus Placebo

12 Hunde mit FRD

Gruppen: E. faecium NCIMB 10415 E1707,
1 x 10° KBE, mit Fructooligosacchariden und
Gummi arabicum versus Placebo, jeweils zu-
satzlich zu einer hydrolysierten Diat fiir 6 Wo-
chen

26 Hunde (ex-vivo)

Gruppen: 17 Hunde mit FRD versus 11 ge-
sunde Hunde, Duodenalschleimhaut inku-
biert mit E. faecium NCIMB 10415

6 Hunde mit nicht-spezifischer Futtermittel-
Sensibilitat (NSS)

Gruppen: Kontrolldiat und Kontrolldiat mit L.
acidophilus DSM 13241 mit 6 x 10° KBE/g
Uiber 12 Wochen, gefolgt von Kontrollperiode
von 4 Wochen

12 Hunde mit FRD; 8 gesunde Hunde

Gruppen: Hydrolysierte Diat mit E. faecium
NCIMB 10415 4b1707 mit 1 x 10° KBE/Kap-
sel plus Fruktooligosaccharide, Arabicgum
versus Placebo; 8 gesunde Hunde wurden
allein mit einer hydrolysierten Diat gefittert,
Testzeitpunkte waren vor und nach 6 Wo-
chen nach Beginn der Therapie

Im Vergleich fiihrte nur die Verabreichung von Synbio-
tika die Beta Diversitat und den DI zum Ausgangswert
zurlick, ebenfalls auch hinsichtlich Clostridium hirano-
nis, Faecalibacterium und Turicobacter

Die Verabreichung der Antibiotika fiihrte zu einer Dys-
biose und einem Dysmetabolismus

Durchfall bei alleiniger Verabreichung oder mit Probio-
tikum nach Lincomycin, kein Durchfall bei Lincomycin
gleichzeitig mit Probiotikum

Die Durchfalldauer war signifikant kiirzer in der Gruppe
Probiotika nach Lincomycin (2,9 Tage) versus Lincomy-
cin allein (6,5 Tage)

Kein Unterschied hinsichtlich klinischer Parameter
(Canine Inflammatory Bowel Disease Activity Index)
zwischen Probiotika versus Placebo

Duodenale IL-10 mRNA-Levels sanken und kolonale
IFN-y mRNA stiegen beim Vergleich vor und nach Pro-
biotika an

Anzahl an Lactobacillus ssp. stieg beim Vergleich vor
und nach Probiotika an

Es ergab sich kein Unterschied zwischen den Gruppen
hinsichtlich des klinischen Scores, histologischen Ver-
anderungen und der Expression spezifischer Gene
(TLR2/4/5/9, IL-17A, IL-22, I1L-23p19, RORC, IL-2, IL-
12p35, TNFa, IL-4, IFNy, IL-10, TGFB, IL-1R, IL-18,
NLRP3, casp-1, TFF1, TFF3, PPARYy) im Verlauf der
Therapie

Keine erfolgreiche Wirkung auf die Gen- oder Protein-
expression von Inflammasomen

Die Behandlung mit dem Probiotikum erzielte einer Ver-
besserung der Kotkonsistenz und Kotabsatzfrequenz
(p<0,05)

Anstieg der Konzentrationen kultivierbarer Laktobazil-
len und Bifidobakterien stiegen durch Probiotika an

Abfall der Konzentrationen von Clostridium perfringens
und Escherichia ssp. in der Probiotikagruppe

Das Ergebnis der FISH-Analyse zeigte eine stabilere
bakterielle Komposition in der Probiotikagruppe

Das Synbiotikum fiihrte zu einer schwachen Zunahme
der bakteriellen Vielfalt bei erkrankten Hunden

Kein signifikanter Unterschied in der mikrobiellen Zu-
sammensetzung vor und nach 6 Wochen sowohl in der
Synbiotika- als auch Placebogruppe bei erkrankten und
gesunden Hunden

[63]

[64]

(771

[73]

[76]

[78]

(89]
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Antibiotika-
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Chronische
Enteropathie
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Chronic en-
teropathy
(CE)

14 Hunde mit intermittierendem Durchfall
Uber mehr als ein Jahr, welche erfolgreich mit
Tylosin fir 6 Monate behandelt wurden, wo-
bei der Durchfall wieder auftrat, wenn Tylosin
abgesetzt wurde

Gruppen: L. rhamnosus GG, 5 x 10°
KBE/Kapsel, fir 4 Wochen versus Tylosin
versus Prednisolon

20 Hunde mit diagnostizierter IBD versus 10
gesunde Hunde, Darmgewebe von 3 eutha-
nasierten Hunden

Gruppen: L. casei, L. plantarum, L. acidophi-
lus, L. delbrueckii susp. bulgaricus, B.
longum, B. breve, B. infantis, Streptococcus
sulivarius susp. thermophilus, 112 — 225 x
10%10 kg 1 x tgl. fir 60 Tage versus Metro-
nidazol plus Prednisolon, 1 mg/kg KGW/Tag,
Testzeitpunkte Tag 0 und Tag 90 der Studie
(Tag 90 = 30 Tage nach Abschluss der The-
rapie)

34 Hunde mit IBD

Gruppen: Diat plus Prednisolon ohne Probio-
tikum versus Diét plus Prednisolon mit Probi-
otikum: L. plantarum DSM 24730, Strep-
tococcus thermophilus DSM 24731, B. breve
DSM 24732, L. paracasei DSM 24733, L.
delbruecki ssp. bulgaricus DSM 24734, L. a-
cidophilus DSM 24735, B. longum DSM
24736, und B. infantis DSM 24737, 10-20 kg
KGW 450 Milliarden Bakterien/Tag Uber 56
Tage

4 gesunde Hunde und 20 Hunde mit chroni-
scher Enteropathie

Gruppen: Saccharomyces boulardii, 1 x 10°
KBE/kg 2 x tgl. versus Placebo, jeweils zu-
satzlich zu einer Standardtherapie Uber 60
Tage (Monoprotein, hydrolysierte Diat,
selbstgekochte Diat, Tylosin oder Metronida-
zol, Prednisolon 0,5- 2 mg/kg 1 x tgl. +/- an-
dere Immunsuppressiva), gesunde Hunde
erhielten das Probiotikum fiir 10 Tage

Tylosin erreichte eine Verbesserung des Durchfalls in-
nerhalb von 3 Tagen bei allen Hunden, bei den meisten
innerhalb von 24 Stunden

Nach Absetzen von Tylosin trat der Durchfall bei 85,7%
der Hunde innerhalb von 30 Tagen wieder auf

Prednisolon fiir 3 Tage erzielte keine vollstandige Ver-
besserung des Durchfalls

Das Probiotikum verhinderte bei keinem der 9 behan-
delten Hunde das Wiederauftreten des Durchfalls

Der Canine Inflammatory Bowel Disease Activity Index,
duodenale Histologie Scores und CD3+ Zellen waren
niedriger nach Therapie in beiden Gruppen

FoxP3+ Zellen stiegen in der Probiotikagruppe nach
der Therapie an, nicht in der Metronidazol + Predniso-
lon-Gruppe

TGF-R+ Zellen stiegen in beiden Gruppen nach der
Therapie an, Anstieg war in der Probiotikagruppe signi-
fikant grofRer

Faecalibacterium und Turicibacter signifikant niedriger
an Tag 0 bei Hunden mit IBD im Vergleich zu gesunden
Hunden, signifikanter Anstieg von Faecalibacterium in
der Probiotikagruppe im Vergleich zur Metronidazol +
Prednisolon-Gruppe

In beiden Gruppen ergab sich eine Anderung der An-
zahl mukosaler Bakterien

In beiden Gruppen ergab sich ein Anstieg der Anzahl
an Gesamt-Bakterien und individuellen Spezies, die im
anhaftenden Schleim zu finden sind

In der Gruppe Diat + Prednisolon ergab sich ein Anstieg
der B. ssp. Konzentration

In der Gruppe Probiotikum ergab sich ein Anstieg der
L. ssp. Konzentration

In beiden Gruppen ergab sich eine schnelle klinische
Remission, aber keine Verbesserung der Entziindung
in der Histopathologie

In der Gruppe Probiotika ergab sich eine hoch-regulier-
ten Expression von TJPs E-Cadherin, Occludin und
Zonulin

Das Probiotikum erreichte bei den gesunden Hunden
einen stabilen Wert (= 10 x 10'° KBE/g Kot) in 5 Tagen
und war an Tag 4 nach Absetzen nicht mehr nachweis-
bar, untersucht tUiber quantitative Kulturen des Kots

Es wurden keine Nebenwirkungen durch das Probioti-
kum gesehen

Der Krankheitsaktivitdtsindex, die Kotabsatzfrequenz,
Kotkonsistenz und das Allgemeinbefinden verbesser-
ten sich signifikant in der Probiotikagruppe versus Pla-
cebogruppe

(81]

[84]

[83]

(86]
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Erklarung zum Interessenkonflikt

Die Hauptautorin betreute eine klinische Studie, in welcher ein Synbiotikum der Firma NutraPet
GmbH eingesetzt wurde. Es besteht kein Interessenskonflikt durch die genannte Beteiligung. Bei
allen Koautoren besteht kein Interessenskonflikt.
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Simple Summary: The usefulness of metronidazole for acute diarrhea treatment in dogs is discussed. The
role of Clostridium perfringens and Escherichia coli as enteropathogens in acute uncomplicated diarrhea (AD)
in dogs is controversial, whereas some beneficial bacteria, such as Clostridium hiranonis, are important mem-
bers of the normal intestinal microbiota. In this study, the effects of metronidazole and a synbiotic on the
clinical course and core intestinal microbiota in dogs with acute diarrhea were compared. No significant
benefit of metronidazole was observed regarding the clinical course. Metronidazole had no effect on C.
perfringens concentration but resulted in significant increased concentration of E. coli, an increased Dysbiosis
Index, and a reduction in C. hiranonis concentration. In conclusion, in contrast to synbiotic treatment, metro-
nidazole treatment negatively impacts the microbiome without affecting clinical outcomes.

Abstract: The usefulness of antibiotics in dogs with acute diarrhea (AD) is controversial. It is also unclear
what effect metronidazole has on potential enteropathogens such as Clostridium perfringens and Escherichia
coli. Thus, the aim of this study was to evaluate the effect of metronidazole vs. a synbiotic on the clinical
course and core intestinal bacteria of dogs with AD. Twenty-seven dogs with AD were enrolled in this pro-
spective, randomized, blinded clinical trial and treated with either metronidazole (METg) or a synbiotic
(SYNg; E. faecium DSM 10663; NCIMB 10415/4b170). The Canine Acute Diarrhea Severity (CADS) index was
recorded daily for eleven days. Bacteria were quantified using qPCR. Data were analyzed using mixed models
with repeated measures. A higher concentration of E. coli was observed in the METg group vs. the SYNg
group on Day 6 (p <0.0001) and Day 30 (p = 0.01). Metronidazole had no effect on C. perfringens. C. hiranonis
was significantly lower in the METg group than in the SYNg group on Days 6 and 30 (p < 0.0001; p = 0.0015).
No significant differences were observed in CADS index, fecal consistency, or defecation frequency between
treatment groups (except for the CADS index on one single day). In conclusion, metronidazole negatively
impacts the microbiome without affecting clinical outcomes. Thus, synbiotics might be a preferred treatment
option for dogs with AD.

Keywords: antibiotic; C. perfringens; C. hiranonis; E. coli; E. faecium; probiotic; intestinal microbiome; clinical
improvement; canine

1. Introduction

Acute uncomplicated diarrhea in dogs (AD) is a common reason for veterinary consultations
[1, 2]. AD can be differentiated from acute hemorrhagic diarrhea syndrome (AHDS), as dehydration
and bacterial translocation can lead to a complicated course [45]. Typically, most cases of AD are
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mild and dogs can usually be treated as outpatients, requiring no specific treatment [6-9]. AD occurs
suddenly and persists for fewer than 7 days.

The causes of AD are usually unknown. Dietary indiscretion, inappropriate diet, abrupt die-
tary changes, dietary intolerance and hypersensitivities, stress, and medications irritating the gas-
trointestinal tract (e.g., non-steroidal anti-inflammatory drugs) are among the non-infectious risk
factors [5, 10, 11]. Transient self-limiting gastrointestinal infections are another potential cause of
AD in dogs. In this context, Clostridium perfringens (C. perfringens) and Escherichia coli (E. coli) are
frequently mentioned as potential enteropathogens. However, bacterial infections are generally
rare in dogs and previous studies have shown that C. perfringens and E. coli can also be detected
in healthy dogs [22, 23]. Nevertheless, the identification of these bacteria in fecal samples of dogs
with AD is often used as an indication for antibiotic treatment [11], which is initiated in 49 to 71%
of dogs presenting with AD [15, 17, 90].

The most frequently prescribed antimicrobial agent in dogs with AD is metronidazole, which
comprised 47% of all antimicrobial prescriptions in a study from the United Kingdom [15]. Met-
ronidazole is a 5-nitroimidazole drug and is used in the management of a variety of infectious
diseases, especially for infections with anaerobic bacteria and protozoa [45, 91, 92]. Metronidazole
is a concentration-dependent bactericidal drug and is widely distributed throughout the body
[45]. The activation of this prodrug includes a reduction of the nitro group within the target cell.
The reductases of anaerobic or microaerophilic microorganisms explains the selectivity of metro-
nidazole. The interaction of generated metabolites with the DNA leads to cell death of bacteria
and protozoa [92].

On the World Small Animal Veterinary Association’s (WSAVA) list of essential medicines,
metronidazole is listed as an antibiotic that satisfies primary health care and welfare of cats and
dogs and is recommended for management of selected bacterial and protozoal enteric infections
[93]. However, there is a routine prescription of metronidazole in AD. The efficacy of metronida-
zole in the treatment of AD is highly controversial, especially considering the development of re-
sistant bacterial strains and potential negative effects on the intestinal microbiome (e.g., severe
dysbiosis due to its anaerobic spectrum) [14, 24, 94, 95]. In detail, a significant reduction in Clos-
tridium hiranonis (C. hiranonis) concentration after the administration of metronidazole has already
been demonstrated [24]. C. hiranonis has been reported to be beneficial in dogs due to its conver-
sion of primary to secondary bile acids, which is important in the regulation of C. difficile and C.
perfringens in both dogs and humans [96, 97].

Synbiotics have probiotic and prebiotic properties. The World Health Organization (WHO)
defined them as live strains of strictly selected microorganisms that, when administered in ade-
quate amounts, confer a healthy benefit on the host. Prebiotics are nondigestible food ingredients
that beneficially affect the host by selectively stimulating growth and/or activity of one or a limited
number of bacteria to improve host health [36, 37]. The purpose of synbiotics is to overcome some
possible difficulties in the survival of probiotics in the gastrointestinal tract. A combination of both
components in a single product should ensure a superior effect compared to the activity of the
probiotic or prebiotic alone [98, 99]. The purpose of synbiotic treatment in AD treatment is to sup-
port self-limiting characteristics via positive modulation of the intestinal microbiome; therefore,
synbiotics are useful alternatives to antibiotic treatment. However, the results of different studies
comparing metronidazole to probiotics/synbiotics and a placebo are inconsistent. One clinical trial
suggested that metronidazole treatment, compared to a placebo, can shorten the duration of AD
in dogs (mean 2.1 versus 3.6 days) [8], while other clinical trials failed to show a faster clinical
improvement in response to metronidazole compared to probiotic, placebo, or nutraceutical treat-
ment [6, 9].

Therefore, the aim of this study was to evaluate the impact of metronidazole compared to
that of the administration of a synbiotic on the clinical course as well as the abundances of specific
bacterial species, such as C. perfringens, E. coli, and C. hiranonis, and the intestinal microbiome in
general in dogs with AD.

2. Materials and Methods
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This study was designed as a prospective, blinded, randomized clinical trial and was ap-
proved by the ethical committee of the Centre for Clinical Veterinary Medicine Ludwig-Maximil-
ians University, Munich (reference 205-06-03-2020). Dogs were recruited from two small animal
clinics in Munich, Germany, between October 2020 and January 2023.

Twenty-seven dogs with acute diarrhea < 5 days in duration, a fecal consistency score of at
least 2 on the Canine Acute Diarrhea Severity index (CADS index; Table 1, [100]), a bodyweight
between 5 and 50 kg, and a minimum age of 9 months were enrolled.

Table 1. Scoring system for the Canine Acute Diarrhea Severity index (CADS index, maximum 15 points).
The severity levels were as follows: nonsignificant (0-3); mild (4-5); moderate (6-8); and severe (>9).

Points

Parameters 0

1

2

3

Activity normal
Appetite  normal
Vomiting

mildly decreased
mildly decreased

1

moderately decreased
moderately decreased

2-3

severely decreased
severely decreased

>3

(times/day)
Fecal con-
sistency
Defecation fre-

quency 1 2-3 4-5 >5
(times/day)

normal moist, shaped pasty watery diarrhea

Dogs with a history of chronic or recurrent gastrointestinal signs or treated with antibiotics
or probiotics within 30 days or anti-inflammatory drugs within 7 days before presentation were
excluded. Dogs that met any of the following criteria indicating a complicated form of acute gas-
trointestinal disease were also excluded: hemorrhagic diarrhea, signs of systemic inflammation or
sepsis (Table 2), severe illness (e.g., depressed mental status, moderate to severe abdominal pain),
or significant dehydration prompting hospitalization (Table 2).

Table 2. Clinical signs of systemic inflammation, sepsis, or dehydration.

Parameter Reference Range
Rectal temperature <37.0 und >39.0 °C [<98.6 °F and >102.2 °F]
Heart rate >140/min
Hematocrit >58%
WBC <5 x 10%/L or >20 x 109/L
Banded neutrophils >1.5 x 109/

Relevant information regarding the medical history, such as any past diarrheic episodes,
other diseases or chronic illnesses, vaccination and deworming routine, exact description of the
current AD episode, additional clinical signs (e.g., vomiting), previous drug administration, intake
of foreign material or snow, presence of stress-related factors, and diet or dietary changes, was
gathered in a standardized fashion.

The minimal database for diagnostic work included a fecal examination for endoparasites
using fecal flotation and antigen testing for Giardia (SNAP Giardia Test, Idexx GmbH, Kornwes-
theim, Germany), and a complete blood cell count (ProCyte Dx, Idexx GmbH, Kornwestheim,
Germany) was performed.

Dogs of both groups received the same standardized treatment, including maropitant (Prevo-
max, Dechra Veterinary Products Deutschland GmbH, Aulendorf, Germany) as an antiemetic (1
mg/kg given once subcutaneously) and metamizole (Novaminsulfon, Ratiopharm, Ulm, Ger-
many) as an analgesic (30 mg/kg per os q8h for 2 days), and were fed the same high-fiber gastro-
intestinal diet (Gastrointestinal Biome dry, Hill’s Pet Nutrition GmbH, Hamburg, Germany) for 7
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days. Owners were instructed to feed only the prescribed diet and not to feed treats and table
scraps during study period.

Additionally, depending on their randomization (list created by an online randomizer:
www.graphpad.com/quickcalcs/randomizel.cfm, accessed on 1 September 2020), dogs of the met-
ronidazole treatment group (METg) received metronidazole (Metrobactin, Dechra Veterinary Prod-
ucts Deutschland GmbH, Aulendorf, Germany) per os at 10 to 20 mg/kg BW q12h for 7 days, and
dogs of the synbiotic treatment group (SYNg) received a synbiotic agent (NutraPro®K9, E. faecium
DSM 10,663 NCIMB 10415/4b1707, dextrose, mannan-oligosaccharides, brewer’s yeast, inulin,
minerals, and hydrolyzed poultry liver, NutraPet Systems Deutschland GmbH, Schlaitdorf, Ger-
many) per os at 108 CFU/kg BW q12h for 7 days. For blinding, identical capsules containing either
metronidazole or the synbiotic were used, and every dog received the same number of capsules
according to its predefined weight group.

At presentation, the attending veterinarian assessed the clinical disease activity by using in-
formation from the patient’s history and physical examination (CADS index day 0). During the
following 10 days (day 1 to day 10), the owner evaluated the disease activity score at home. The
CADS index includes 5 parameters (activity, appetite, vomiting times/day, fecal consistency, def-
ecation frequency times/day) with 0 to 3 points for each parameter, and for a maximum possible
value of 15 points. The severity levels of the CADS index were defined as nonsignificant (0-3),
mild (4-5), moderate (6-8), or severe (=9). To obtain more objective data on the parameter fecal
consistency (FC) of the CADS indeXx, the Purina Fecal Scoring Chart was used (PFS; https://free-
domservicedogs.org/wp-content/uploads/2022/04/Purina-Fecal-Scoring-Chart.pdf, accessed on 1
September 2020), whereas PFS 2-3 = CADS index FC 0; PFS 4-5 = CADS index FC 1; PFS 6 = CADS
index FC 2; and PFS 7 = CADS index FC 3 were defined. For dogs that defecated more than once
per day, the FC score was calculated as the average of all defecations that day.

Natural, passed fecal samples were collected from each dog on day 0 before starting treat-
ment and on day 6 and day 30. Aliquots for analysis were frozen at =80 °C within a few hours
following collection (<6 h) and were subsequently sent as batches on dry ice to the Gastrointestinal
Laboratory at Texas A&M University.

The Dysbiosis Index (DI) is a mathematical model used to quantify intestinal dysbiosis in
fecal samples from dogs. To calculate the DI, an individual qPCR assay was performed for 7 bac-
terial taxa (Faecalibacterium spp., Turicibacter spp., Streptococcus spp., E. coli, Blautia spp., Fusobacte-
rium spp., and C. hiranonis) and the total bacteria as described previously [101]. The DI is a single
numeric value, and a reference interval from —9.1 to 9.3 had been previously established based on
116 healthy dogs. A DI <0 was defined as no shift in the overall diversity. If individual bacterial
groups were outside the reference interval, this was suggestive of minor changes. Values between
0 and 2 were defined as a mildly increased DI, suggesting a mild to moderate shift in the overall
diversity. A DI > 2 was defined as significantly increased, consistent with a major shift in overall
diversity [7]. This classification has been shown to accurately predict microbiome shifts, as as-
sessed by DNA shotgun sequencing [102]. Another study demonstrated that when the abundance
of C. hiranonis (in log10) is > 4.5, essentially all primary bile acids are converted to secondary bile
acids [103].

The abundances of the C. perfringens 165 rRNA gene, C. perfringens enterotoxin gene, and C.
perfringens NetF gene in feces were analyzed via qPCR assays as previously described [7, 22]. The
reference intervals for healthy dogs had been established previously based on data from 120
healthy dogs. The reference interval of C. perfringens was defined from 1.1 to 6.5, and of C.
perfringens enterotoxin from 1.8 to 5.1. C. perfringens toxin NetF and Clostridium difficile were con-
sidered negative. The qPCR results were expressed as the log amount of DNA (fg) for each bacte-
rial group per 10 ng of isolated total DNA.

Power analysis indicated that at least 8 dogs per group needed to be included in the study to
detect a difference of 2 points in the CADS index between treatments (estimated SD of 1.5, power
of 80% and p <0.05). Statistical analyses were performed using GraphPad Prism (GraphPad Prism
9.0, GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Data were evaluated for normality by the Ander-
son-Darling test.
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Differences between the groups in terms of sex, age, bodyweight, and breed were evaluated
with the Mann-Whitney U test. The course of the CADS index and those of individual variables,
the DL, and individual bacteria were analyzed by mixed effect analysis with multiple comparisons
for comparison between the METg and the SYNg.

(The significance level chosen for determining statistical significance was p < 0.05).

3. Results
3.1. Study Population

A total of 27 dogs were included in the study (METg, n = 15; SYNg, n = 12). There was no
significant difference between the groups at baseline in age, sex, bodyweight, or breed distribution
(Tables 3 and 4).

Table 3. Sex and breed distribution at baseline in dogs with AD; abbreviations: METg: metronidazole treat-
ment group; SYNg: synbiotic treatment group.

METg (n =15) SYNg (n=12) p Value
Sex 7 male, 8 female 4 male, 8 female 0.69
Mixed breed (3), Miniature
Australian Shepherd (1), Gi-
ant Schnauzer (1), Maltese
dog (1), Poodle (1), Pug (2),
American Bulldog (1), Bichon
Frise (1), Border Collie (1),
Labrador (1), Yorkshire Ter-
rier (1), French Bulldog (1)

Mixed breed (5), Vizsla (2),
Golden Retriever (1), Chihua-
hua (1), Australian Shepherd  0.27
(1), Shi Tzu (1), Yorkshire Ter-
rier (1)

Breeds

Table 4. Bodyweight and age distribution at baseline in dogs with AD; abbreviations: METg: metronidazole
treatment group; SYNg: synbiotic treatment group.

METg (n =15) SYNg (n=12) Val

Median (Range) Median (Range) pvaie
Bodyweight (kg) 12.7 (5-36.3) 17.2 (5-35.5) 0.31
Age (years) 4.7 (1-13) 5.2 (2-12) 0.81

Dogs presented with a median duration of diarrhea of 1 day (METg range 1-5 days; SYNg
range 1-4.5 days). Thirteen (48%) dogs experienced vomiting in addition to diarrhea. Nineteen
(73%) of the owners reported that their dog might have ingested an inadequate substance or that
they had observed an intake. A stressful experience in the last few days before presentation lead-
ing up to AD was reported by 5 owners (19%). Twenty-six dogs were fed a commercial diet, and
one dog was fed a commercial vegan diet. Treats and table scraps were given to 17 dogs (63%).
Eleven (41%) dogs were dewormed regularly, with the last deworming occurring a median of 3.2
months ago (range 1-24 months). Sixteen (59%) dogs were irregularly dewormed. No dog suffered
from another acute disease in the last 30 days. In 10 (37%) dogs, a chronic nongastrointestinal
condition was documented. Medication in the last 30 days was given to 8 (27%) dogs, and 3 (11%)
dogs were receiving long-term medication. Nineteen (70%) owners reported several previous ep-
isodes of diarrhea, and the median gap to the last episode of AD was 4.2 months (range 2-8).

3.2. Treatment Efficacy

None of the dogs in either group required an additional medical treatment or a dietary ad-
justment during the study time or follow-up period.
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The median CADS index on day 0 was 6.5 (range 4-15). No statistically significant difference
in the CADS index was observed between the METg and the SYNg on any of the days except day 3
(p = 0.02; Figure 1). On day 3, more dogs in the SYNg had reduced appetite and activity. There was
no significant difference on any day during the study period between the METg and the SYNg
regarding diarrhea-specific parameters FC (Figure 2a) and defecation frequency (DF) (Figure 2b).

15—
-8~ Metronidazole

3 104 -8~ Synbiotic
°
£
”n
2
S 51

0 T T

|
L — ' Time (day)

Figure 1. Clinical evaluation of clinical signs according to the Canine Acute Diarrhea Severity (CADS) index.
The indices included the variables activity, appetite, vomiting (times/day), fecal consistency, and frequency
of defecation (times/day). Each variable is scored from 0 to 3, and the sum of the scores yields a total cumu-
lative score. Dots show the median, and error bars show the range. No statistically significant difference was
observed between the METg and SYNg on any of the days except day 3 (red box; p = 0.02).

Figure 2. (a) Clinical evaluation of the parameter fecal consistency (FC) of the CADS index using the Purina
Fecal Scoring Chart (PFS). The CADS index (FC) was scored from 0 to 3, with PFS 2-3 = CADS index FC 0;
PFS 4-5=CADS index FC 1; PFS 6 = CADS index FC 2; and PFS 7 = CADS index FC 3. Dots show the median,
and error bars show the range. No significant difference in the CADS index FC was observed between the
metronidazole and synbiotic treatment groups. (b) Clinical evaluation of the parameter defecation frequency
(DF) according to the CADS index. The scores ranged from 0 to 3, with 0 =1; 1 =2-3; 2 =4-5; and 3 =>5
times/day. The dots show the means, and the error bars show the SDs. No significant difference in the CADS
index DF was observed between the metronidazole and synbiotic treatment groups.
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3.3. Microbiome Analysis

There was no significant difference in the fecal DI on day 0 between the two groups. Most of
the dogs had a normal DI (DI < 0) or minor changes (DI < 0) on the day of presentation (Figure 3b).
There was a significant difference in the DI between the two groups on day 6 (METg mean of 5.3
(2.63); SYNg mean of -3.1 (—2.02); p < 0.0001) and day 30 (METg mean of 1.3 (4.69); SYNg mean of
-3.7 (-1.15); p = 0.0004; Figure 3a). On the last recorded day, 33% of the dogs in the METg still had
an increased DI, while all dogs in the SYNg had a DI < 0, with 58% of these dogs showing minor
changes on day 30.

Figure 3. (a) The DI over time. The dots show the means, and the error bars show the SDs (a,c). A DI <0
indicates a normal microbiome ((b) black dots) or minor changes ((b) gray dots; when at least one bacterial
taxon is outside the reference interval), a DI of 0 to 2 indicates mild to moderate changes ((a,b) brown dots),
whereas a DI > 2 indicates significant changes ((a,b) red dots). There was a significant difference in the DI on
day 6 (p <0.0001) and day 30 (p = 0.0004) between the two groups. (b) The DI on day 0. Most of the dogs had
a normal DI or minor changes (gray dots) on the day of presentation. (c) Concentration of C. hiranonis over
time. The y-axis represents the log DNA/g feces; the gray area shows the reference interval of the individual
bacterial strains. Although there was no difference on day 0, a significant difference in C. hiranonis abundance
was observed on day 6 and day 30 (red boxes; p <0.0001; p = 0.0015).
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No significant difference in C. hiranonis abundance was observed on day 0 between the two
groups. On day 0, 78% of all dogs had C. hiranonis within the reference range. There was a signif-
icant difference in C. hiranonis abundance between the metronidazole treatment group and the
synbiotic treatment group on day 6 and day 30 (day 6, METg mean 1.6 log DNA/g feces (SD 1.68);
SYNg mean 6.2 log DNA/g feces (SD 0.64), p < 0.0001; day 30, METg mean 3.4 log DNA/g feces
(SD 3.05); SYNg mean 6.4 log DNA/g feces (SD 0.37), p = 0.0015). C. hiranonis was <4.5 log DNA/g
feces on day 6 in 93% of the dogs and on day 30 in 42% of the dogs in the METg (Figure 3c).

Three bacterial taxa, quantified by PCR, Turicibacter spp., Bifidobacterium spp., and Streptococ-
cus spp., were not significantly affected by metronidazole compared to synbiotic treatment, while
a significant decrease in the abundances of Faecalibacterium spp. (p = 0.0015), Fusobacterium spp. (p
=0.0048), and Blautia spp. (p = 0.02) was observed due to metronidazole during the study.
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Figure 4. Abundance of E. coli (a), C. perfringens (b), and C. perfringens strains encoding enterotoxin (c) on
days 0, 6, and 30. Dots show the mean, error bars show the SD, the y-axis represents log DNA/g feces, and
the gray area shows the reference interval for the individual bacteria. (a) There was a significant difference
in the concentration of E. coli between the METg and SYNg on day 6 (p < 0.0001) and day 30 (red boxes; p =
0.01). (b,c) There was no significant difference in the abundance of C. perfringens or C. perfringens strains en-
coding enterotoxin on any of the recorded days.

In 9% of all dogs, the concentration E. coli was increased (>8 log DNA/g feces) on day 0. No
statistically significant difference in the abundance of E. coli was observed on day 0 between the
two groups. There was a significant difference between the METg and SYNg regarding the con-
centration of E. coli on day 6 (METg mean 7.1 log DNA/g feces (0.84); SYNg mean 3.6 log DNA/g
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feces (1.92); p < 0.0001) and day 30 (METg mean 6.4 log DNA/g feces (1.78); SYNg mean 4.1 log
DNA/g feces (2.46); p = 0.01; Figure 4a).

On the day of inclusion, concentration of C. perfringens was increased in 35% of all dogs above
the reference interval (>6.5 log DNA/g feces). There was no statistically significant difference be-
tween the groups in terms of the abundance of C. perfringens quantified by qPCR on days 0, 6, or
30. The concentration of C. perfringens returned to the reference interval (<6.5 log DNA/g feces) in
all dogs in the study on day 6 and in 78% of the dogs on day 30 (Figure 4b) regardless of treatment.

On day 0, in 25% of the dogs in both groups, the abundance of C. perfringens strains encoding
enterotoxin was increased (>5.1 log DNA/g feces). There was no statistically significant difference
in the abundance of C. perfringens strains encoding enterotoxin between the two groups on days
0, 6, and 30 (Figure 4c).

On day 0, 3 dogs (13%) were positive for the abundance of C. perfringens strains encoding the
toxin NetF. No dog was positive for Clostridioides difficile (C. difficile) on day 0.

4. Discussion

The results of this prospective, blinded clinical trial showed that, in comparison to a synbiotic,
metronidazole had no effect on C. perfringens concentration but resulted in a significantly in-
creased concentration of E. coli, an increased Dysbiosis Index, and a reduction in C. hiranonis con-
centration. No significant difference could be seen regarding the clinical improvement. Thus, met-
ronidazole had a negative effect on the core microbiome without affecting clinical outcomes.

A recent survey among veterinarians showed that the clinical management of idiopathic
acute diarrhea is not consistent with evidence-based recommendations [15, 17]. This proportion
underscores the continued need for evidence-based recommendations and promotes the dissem-
ination of new information [17]. The present study revealed that for dogs with AD, routine use of
metronidazole does not improve the clinical course but has a negative impact on the intestinal
microbiome, while synbiotics have similar clinical outcomes but aid in the recovery of the micro-
biome.

Although the CADS index was lower in the metronidazole group on day 3, there was no
significant difference in the diarrhea-specific parameters FC and DF on this day. On all other days,
no significant differences were found between the treatment groups. Thus, the results confirmed
the findings of previous studies that there is no relevant difference between metronidazole and
synbiotic treatment in terms of clinical improvement in dogs with AD [6, 9, 14].

In addition to the clinical course, the results of the present study showed that AD does not
lead to major alterations in the core intestinal microbiota, which was also not observed in other
studies evaluating acute diarrhea, including AHDS, in dogs [7, 20]. The mild increase in the DI
could be related to minor alterations in core microbiota and the increase in C. perfringens and E.
coli. In contrast, major alterations in the core intestinal microbiota and a lack of C. hiranonis can be
observed in a subset of dogs with chronic enteropathies (CEs) [101, 104]. C. hiranonis plays a major
role in maintaining a normal intestinal microbiome due to its ability to convert primary bile acids
to secondary bile acids through 7-a-dehydroxylation [24, 90]. A study demonstrated that when
the abundance of C. hiranonis (in log10) is > 4.5, essentially all primary bile acids are converted to
secondary bile acids [103]. Secondary bile acids are thought to protect against the growth of sev-
eral pathogens, including C. difficile [103]. Intestinal dysbiosis is linked to CE and often a lower
abundance of C. hiranonis [101, 105]. The presence of C. difficile in turn is strongly linked to de-
creased C. hiranonis [105]. In the present study, one dog showed an increased DI with a severely
decreased abundance of C. hiranonis on the day of presentation, which could suggest dysbiosis
associated with subclinical CE [7]. This dog presented 24 months later with chronic gastrointesti-
nal signs and moderate to severe chronic gastritis according to pathohistological findings. In con-
trast, on day 0, all the other dogs with acute diarrhea had C. hiranonis within or slightly below the
reference interval, and C. difficile was not detected in any of the dogs.

As observed previously, metronidazole administration resulted in a significant decrease in C.
hiranonis and a significant increase in the DI [14, 24, 63, 94], which was still detectable 3 weeks after
the end of treatment in 33% of the dogs. Results indicate that the microbiota tends to return to
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normal in most dogs; however, the return to pretreatment conditions appears to be individualized.
This result supports findings of other studies that also revealed an individual trend toward a re-
turn after withdrawal of antibiotic treatment [24, 106-108]. Therefore, metronidazole has acute and
long-lasting effects on the intestinal microbiome in some dogs. Although all dogs in the synbiotic
group had a DI < 0 on day 30, 58% of those dogs still showed minor changes on day 30. Thus,
while the effect of AD on the intestinal microbiome seems to be mild, minor changes must be
assumed at least up to one month after a period of AD.

In contrast to the beneficial bacterium C. hiranonis, certain bacterial species, such as E. coli and
Clostridium perfringens, are repeatedly mentioned as potential causes of AD. The results of the pre-
sent study revealed a self-limiting increase in C. perfringens in AD. This finding supports the hy-
pothesis that the increase in C. perfringens in AD represents a transient part of mild intestinal
dysbiosis [22]. Moreover, no difference in abundance was observed between metronidazole and
synbiotic treatment over time; therefore, specific treatment for C. perfringens is not needed. Simi-
larly, an increased abundance of C. perfringens strains encoding enterotoxin was observed in AD;
however, this change also appears to be part of transient intestinal dysbiosis [22]. The pore-form-
ing toxin NetF of C. perfringens seems to play no major role in dogs with uncomplicated AD, as it
was detected in only a few dogs on the day of presentation. Previous studies have shown that NetF
is more strongly associated with AHDS in dogs, as more than 50% of these dogs harbor these
toxigenic NetF strains at presentation [18-20].

The increase in E. coli in the METg can be interpreted as a result of a shift in the bacterial
composition due to the effect of metronidazole against anaerobic bacteria, as demonstrated previ-
ously [24]. Although E. coli is a normal inhabitant of the intestine and most strains are nonpatho-
genic in most dogs, some strains can be involved in the pathogenesis of gastrointestinal diseases,
e.g., histiocytic ulcerative colitis (HUC) in dogs or extragastrointestinal infections in the urinary
tract or wounds [109]. The results of the present study showed that in the synbiotic group, the
presence of E. coli was self-limiting, while metronidazole led to a dysbiosis pattern with increased
E. coli.

This study has several limitations. First, the owners provided treatments and diet at home.
Although the owners were trained in capsule administration, it is possible that the treatments or
the diet were not fully administered. Additionally, the owners themselves scored the parameters
of the CADS index. Although several variables can be objectively assessed (e.g., defecation fre-
quency and fecal consistency based on the Purina Fecal Scoring Chart), others (e.g., activity) are
relatively subjective. The clinical impression also varies based on the time spent with the dog,
which differs among owners. A notable limitation of this study is the absence of a placebo group,
which prevents comparison with a single supportive treatment. Another limitation lies in the rel-
atively small sample size of dogs within both treatment groups. Nevertheless, the discernible im-
pact of metronidazole on the intestinal microbiome was evident and consistent with prior re-
search. Consequently, it appears improbable that the outcomes would have undergone substantial
alteration even with a larger participant pool.

5. Conclusions

In conclusion, the results of this prospective, blinded clinical trial comparing metronidazole
and a synbiotic in dogs with AD shows that metronidazole causes significant changes on the in-
testinal microbiome, especially on C. hiranonis. This underlines the thoughtful use of metronida-
zole. Furthermore, the increase in specific bacteria strains, referred to as potential enteropatho-
gens, such as C. perfringens and E. coli, are self-limiting and normalize simultaneously with clinical
improvement and without antibiotic treatment. The synbiotic was not inferior to metronidazole
in terms of clinical improvement and should therefore be considered as an antibiotic sparing al-
ternative. These agents can positively influence the self-limiting character of AD via beneficial
modulation of the intestinal microbiome and have been safely used for several years However,
due to the small number of patients and the lack of a placebo group, further studies are necessary.

Author Contributions: Investigation, data curation, writing—original draft preparation, writing—review
and editing, visualization, project administration, H.S.; conceptualization, supervision, writing—original



Paper Il 42

draft preparation, J.5.S.; investigation, A.R.; conceptualization, M.W.; conceptualization, K.H.; conceptualiza-
tion, supervision, writing—original draft preparation, S.U.; conceptualization, supervision, writing—origi-
nal draft preparation, K.B. All authors have read and agreed to the published version of the manuscript.

Funding: This research was funded by NutraPet Systems Deutschland GmbH (Schlaitdorf, Germany).

Institutional Review Board Statement: The animal study protocol was approved by the ethical committee
of the Centre for Clinical Veterinary Medicine Ludwig-Maximilians University, Munich (reference 205-06-03-
2020).

Informed Consent Statement: Informed consent was obtained from the owner of the subject involved in the
study.

Data Availability Statement: The raw data supporting the conclusions of this article will be made available
by the authors on request.

Conflicts of Interest: The authors declare no conflicts of interest. The funder had no role in the design of the
study; in the collection, analyses, or interpretation of the data; in the writing of the manuscript; or in the
decision to publish the results.

References

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Pugh, C.A.; Bronsvoort, BM.C.; Handel, I.G.; Querry, D.; Rose, E.; Summers, KM.; Clements, D.N. Incidence rates and risk factor
analyses for owner reported vomiting and diarrhoea in Labrador Retrievers—Findings from the Dogslife Cohort. Prev. Vet. Med. 2017,
140, 19-29. https://doi.org/10.1016/j.prevetmed.2017.02.014.

Hubbard, K. Skelly, B.J.; McKelvie, J., Wood, J.L. Risk of vomiting and diarrhoea in dogs. Vet. Rec. 2007, 161, 755-757.
https://doi.org/10.1136/vr.161.22.755.

Ellis, C.; Odunayo, A.; Tolbert, M.K. The use of metronidazole in acute diarrhea in dogs: A narrative review. Top. Companion Anim. Med.
2023, 56-57, 100824. https://doi.org/10.1016/j.tcam.2023.100824.

Shmalberg, J.; Montalbano, C.; Morelli, G.; Buckley, G.J. A Randomized Double Blinded Placebo-Controlled Clinical Trial of a Probiotic
or Metronidazole for Acute Canine Diarrhea. Front. Vet. Sci. 2019, 6, 163. https://doi.org/10.3389/fvets.2019.00163.

Werner, M.; Suchodolski, J.S.; Straubinger, R.K,; Wolf, G.; Steiner, ].M.; Lidbury, J.A.; Neuerer, F.; Hartmann, K.; Unterer, S. 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.

Langlois, D.K.; Koenigshof, A.M.; Mani, R. Metronidazole treatment of acute diarrhea in dogs: A randomized double blinded placebo-
controlled clinical trial. J. Vet. Intern. Med. 2020, 34, 98-104. https://doi.org/10.1111/jvim.15664.

Pignataro, G.; Di Prinzio, R.; Crisi, P.E.; Bela, B.; Fusaro, I; Trevisan, C.; De Acetis, L.; Gramenzi, A. Comparison of the Therapeutic Effect
of Treatment with Antibiotics or Nutraceuticals on Clinical Activity and the Fecal Microbiome of Dogs with Acute Diarrhea. Animals
2021, 11, 1484. https://doi.org/10.3390/ani11061484.

Stavisky, J.; Radford, A.D.; Gaskell, R.; Dawson, S.; German, A.; Parsons, B.; Clegg, S.; Newman, J.; Pinchbeck, G. A case-control study
of pathogen and lifestyle risk factors for diarrhoea in dogs. Prev. Vet. Med. 2011, 99, 185-192.
https://doi.org/10.1016/j.prevetmed.2011.02.009.

Saevik, B.K.; Skancke, E.M.; Trangerud, C. A longitudinal study on diarrhoea and vomiting in young dogs of four large breeds. Acta Vet.
Scand. 2012, 54, 8. https://doi.org/10.1186/1751-0147-54-8.

Gomez-Gallego, C.; Junnila, J.; Mannikko, S.; Hameenoja, P.; Valtonen, E.; Salminen, S.; Beasley, S. A canine-specific probiotic product in
treating acute or intermittent diarrhea in dogs: A double-blind placebo-controlled efficacy study. Vet. Microbiol. 2016, 197, 122-128.
https://doi.org/10.1016/j.vetmic.2016.11.015.

Minamoto, Y.; Dhanani, N.; Markel, M.E.; Steiner, ].M.; Suchodolski, ]J.S. Prevalence of Clostridium perfringens, Clostridium perfringens
enterotoxin and  dysbiosis in fecal samples of dogs with diarrhea. Vet. Microbiol. 2014, 174, 463-473.
https://doi.org/10.1016/j.vetmic.2014.10.005.

Moon, B.Y.; Ali, M.S.; Kwon, D.H.; Heo, Y.E.; Hwang, Y.J.; Kim, J.I; Lee, Y.].; Yoon, S.S.; Moon, D.C.; Lim, S.K. Antimicrobial Resistance
in Escherichia coli Isolated from Healthy Dogs and Cats in South Korea, 2020-2022. Antibiotics 2023, 13, 27.
https://doi.org/10.3390/antibiotics13010027.

Singleton, D.A.; Noble, P.J.M.; Sanchez-Vizcaino, F.; Dawson, S.; Pinchbeck, G.L.; Williams, N.J.; Radford, A.D.; Jones, P.H.
Pharmaceutical Prescription in Canine Acute Diarrhoea: A Longitudinal Electronic Health Record Analysis of First Opinion Veterinary
Practices. Front. Vet. Sci. 2019, 6, 218. https://doi.org/10.3389/fvets.2019.00218.

German, A.J.; Halladay, L.J.; Noble, P.J. First-choice therapy for dogs presenting with diarrhoea in clinical practice. Vet. Rec. 2010, 167,
810-814. https://doi.org/10.1136/vr.c4090.

Francillon, W.B.; Winston, J.A.; Schreeg, M.E.; Lilly, M.L.; Parker, V.J.; Rudinsky, A.]. Clinician prescribing practices for managing canine
idiopathic acute diarrhea are not evidence based. ]. Am. Vet. Med. Assoc. 2023, 261, 1-9. https://doi.org/10.2460/javma.23.06.0313.



Paper I 43

16. Alauzet, C.; Lozniewski, A.; Marchandin, H. Metronidazole resistance and nim genes in anaerobes: A review. Anaerobe 2019, 55, 40-53.
https://doi.org/10.1016/j.anaerobe.2018.10.004.

17. Hernandez Ceruelos, A.; Romero-Quezada, L.C.; Ruvalcaba Ledezma, J.C.; Lopez Contreras, L. Therapeutic uses of metronidazole and
its side effects: An update. Eur. Rev. Med. Pharmacol. Sci. 2019, 23, 397—401. https://doi.org/10.26355/eurrev_201901_16788.

18. Steagall, P.V,; Pelligand, L.; Page, S.; Granick, J.L.; Allerton, F.; Beczkowski, P.M.; Weese, J.S.; Hrcek, A.K.; Queiroga, F.; Guardabassi, L.
The 2023 World Small Animal Veterinary Association (WSAVA): List of essential medicines for cats and dogs. J. Small Anim. Pract. 2023,
64, 731-748. https://doi.org/10.1111/jsap.13673.

19. Pilla, R; Gaschen, F.P; Barr, J.W.; Olson, E.; Honneffer, J.; Guard, B.C.; Blake, A.B.; Villanueva, D.; Khattab, M.R.; AlShawaqfeh, M.K,; et
al. Effects of metronidazole on the fecal microbiome and metabolome in healthy dogs. |. Vet. Intern. Med. 2020, 34, 1853-1866.
https://doi.org/10.1111/jvim.15871.

20. Chaitman, J.; Ziese, A.L,; Pilla, R.; Minamoto, Y.; Blake, A B.; Guard, B.C,; Isaiah, A; Lidbury, J.A ; Steiner, ].M.; Unterer, S.; et al. Fecal
Microbial and Metabolic Profiles in Dogs With Acute Diarrhea Receiving Either Fecal Microbiota Transplantation or Oral Metronidazole.
Front. Vet. Sci. 2020, 7, 192. https://doi.org/10.3389/fvets.2020.00192.

21. Boekhoud, LM.; Hornung, B.V.H.; Sevilla, E.; Harmanus, C.; Bos-Sanders, I; Terveer, EM.; Bolea, R.; Corver, J.; Kuijper, E.J.; Smits, W.K.
Plasmid-mediated metronidazole resistance in Clostridioides difficile. Nat. Commun. 2020, 11, 598. https://doi.org/10.1038/s41467-020-14382-
1.

22. Scahill, K;; Jessen, L.R.; Prior, C.; Singleton, D.; Foroutan, F.; Ferran, A.A.; Arenas, C.; Bjornvad, C.R.; Lavy, E.; Allerton, F.; et al. Efficacy
of antimicrobial and nutraceutical treatment for canine acute diarrhoea: A systematic review and meta-analysis for European Network
for Optimization of Antimicrobial Therapy (ENOVAT) guidelines. Vet. ]. 2023, 303, 106054. https://doi.org/10.1016/j.tvjl.2023.106054.

23. Weingarden, A R.; Dosa, P.I; DeWinter, E.; Steer, C.J.; Shaughnessy, M.K,; Johnson, J.R.; Khoruts, A.; Sadowsky, M.J. Changes in Colonic
Bile Acid Composition following Fecal Microbiota Transplantation Are Sufficient to Control Clostridium difficile Germination and Growth.
PLoS ONE 2016, 11, e0147210. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0147210.

24. Blake, AB,; Cigarroa, A.; Klein, H.L.; Khattab, M.R.; Keating, T.; Van De Coevering, P.; Lidbury, J.A.; Steiner, ].M.; Suchodolski, J.S.
Developmental stages in microbiota, bile acids, and clostridial species in healthy puppies. J. Vet. Intern. Med. 2020, 34, 2345-2356.
https://doi.org/10.1111/jvim.15928.

25. Gibson, G.R.; Hutkins, R.; Sanders, M.E.; Prescott, S.L.; Reimer, R.A.; Salminen, S.J.; Scott, K.; Stanton, C.; Swanson, K.S.; Cani, P.D.; et
al. Expert consensus document: The International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics (ISAPP) consensus statement on
the definition and scope of prebiotics. Nat. Rev. Gastroenterol. Hepatol. 2017, 14, 491-502. https://doi.org/10.1038/nrgastro.2017.75.

26. Roberfroid, M.; Gibson, G.R.; Hoyles, L.; McCartney, A.L,; Rastall, R.; Rowland, I.; Wolvers, D.; Watzl, B.; Szajewska, H.; Stahl, B.; et al.
Prebiotic effects: Metabolic and health benefits. Br. J. Nutr. 2010, 104 (Suppl. S2), S1-563. https://doi.org/10.1017/50007114510003363.

27. Rioux, KP.; Madsen, K.L.; Fedorak, R.N. The role of enteric microflora in inflammatory bowel disease: Human and animal studies with
probiotics and prebiotics. Gastroenterol. Clin. N. Am. 2005, 34, 465-482, ix. https://doi.org/10.1016/j.gtc.2005.05.005.

28. Bengmark, S. Bioecologic control of the gastrointestinal tract: The role of flora and supplemented probiotics and synbiotics. Gastroenterol.
Clin. N. Am. 2005, 34, 413436, viii. https://doi.org/10.1016/j.gtc.2005.05.002.

29. Mortier, F.; Strohmeyer, K;; Hartmann, K.; Unterer, S. Acute haemorrhagic diarrhoea syndrome in dogs: 108 cases. Vet. Rec. 2015, 176,
627. https://doi.org/10.1136/vr.103090.

30. AlShawagqfeh, M.K.; Wajid, B.; Minamoto, Y.; Markel, M.; Lidbury, J.A_; Steiner, ].M.; Serpedin, E.; Suchodolski, J.S. A dysbiosis index to
assess microbial changes in fecal samples of dogs with chronic inflammatory enteropathy. FEMS Microbiol. Ecol. 2017, 93, fix136.
https://doi.org/10.1093/femsec/fix136.

31. Sung, C.H,; Pilla, R; Chen, C.C.; Ishii, P.E.; Toresson, L.; Allenspach-Jorn, K; Jergens, A.E.; Summers, S.; Swanson, K.S.; Volk, H.; et al.
Correlation between Targeted qPCR Assays and Untargeted DNA Shotgun Metagenomic Sequencing for Assessing the Fecal Microbiota
in Dogs. Animals 2023, 13, 2597. https://doi.org/10.3390/ani13162597.

32. Li, Q; Larouche-Lebel, E.; Loughran, K.A.; Huh, T.P.; Suchodolski, J.S.; Oyama, M.A. Gut Dysbiosis and Its Associations with Gut
Microbiota-Derived Metabolites in Dogs with Myxomatous Mitral Valve Disease. mSystems 2021, 6, e00111-21.
https://doi.org/10.1128/mSystems.00111-21.

33. Ziese, A.L; Suchodolski, ].S.; Hartmann, K.; Busch, K.; Anderson, A.; Sarwar, F.; Sindern, N.; Unterer, S. Effect of probiotic treatment on
the clinical course, intestinal microbiome, and toxigenic Clostridium perfringens in dogs with acute hemorrhagic diarrhea. PLoS ONE 2018,
13, €0204691. https://doi.org/10.1371/journal. pone.0204691.

34. Suchodolski, J.S.; Markel, M.E.; Garcia-Mazcorro, J.F.; Unterer, S.; Heilmann, R.M.; Dowd, S.E.; Kachroo, P.; Ivanov, L; Minamoto, Y.;
Dillman, E.M.; et al. The fecal microbiome in dogs with acute diarrhea and idiopathic inflammatory bowel disease. PLoS ONE 2012, 7,
€51907. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0051907.

35. Werner, M,; Ishii, P.E; Pilla, R.; Lidbury, J.A.; Steiner, ].M.; Busch-Hahn, K.; Unterer, S.; Suchodolski, J.S. Prevalence of Clostridioides
difficile in Canine Feces and Its Association with Intestinal Dysbiosis. Animals 2023, 13, 2441. https://doi.org/10.3390/ani13152441.

36. Whittemore, J.C.; Price, ].M.; Moyers, T.; Suchodolski, J.S. Effects of Synbiotics on the Fecal Microbiome and Metabolomic Profiles of
Healthy Research Dogs Administered Antibiotics: A Randomized, Controlled Trial. Front. Vet. Sci. 2021, 8, 665713.
https://doi.org/10.3389/fvets.2021.665713.

37. Gronvold, AM.; L’ Abee-Lund, T.M.; Sorum, H.; Skancke, E.; Yannarell, A.C.; Mackie, R.I. Changes in fecal microbiota of healthy dogs
administered amoxicillin. FEMS Microbiol. Ecol. 2010, 71, 313-326. https://doi.org/10.1111/j.1574-6941.2009.00808.x.



Paper Il 44

38. Manchester, A.C.; Webb, C.B.; Blake, A.B.; Sarwar, F.; Lidbury, ]J.A.; Steiner, ].M.; Suchodolski, ].S. Long-term impact of tylosin on fecal
microbiota and fecal bile acids of healthy dogs. J. Vet. Intern. Med. 2019, 33, 2605-2617. https://doi.org/10.1111/jvim.15635.

39. Igarashi, H,; Maeda, S.; Ohno, K.; Horigome, A.; Odamaki, T.; Tsujimoto, H. Effect of oral administration of metronidazole or
prednisolone on fecal microbiota in dogs. PLoS ONE 2014, 9, €107909. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0107909.

40. Sindern, N.; Suchodolski, J.S.; Leutenegger, C.M.; Mehdizadeh Gohari, L; Prescott, J.F.; Proksch, A.L.; Mueller, R.S.; Busch, K.; Unterer,
S. Prevalence of Clostridium perfringens netE and netF toxin genes in the feces of dogs with acute hemorrhagic diarrhea syndrome. J. Vet.
Intern. Med. 2019, 33, 100-105. https://doi.org/10.1111/jvim.15361.

41. Leipig-Rudolph, M.; Busch, K, Prescott, J.F.; Mehdizadeh Gohari, L; Leutenegger, C.M.; Hermanns, W.; Wolf, G.; Hartmann, K;
Verspohl, ].; Unterer, S. Intestinal lesions in dogs with acute hemorrhagic diarrhea syndrome associated with netF-positive Clostridium
perfringens type A. ]. Vet. Diagn. Investig. 2018, 30, 495-503. https://doi.org/10.1177/1040638718766983.

42. Marques, C.; Belas, A.; Franco, A.; Aboim, C.; Gama, L.T.; 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, 377-384. https://doi.org/10.1093/jac/dkx401.

Disclaimer/Publisher’s Note: The statements, opinions and data contained in all publications are solely those of the individual author(s) and
contributor(s) and not of MDPI and/or the editor(s). MDPI and/or the editor(s) disclaim responsibility for any injury to people or property
resulting from any ideas, methods, instructions or products referred to in the content.



Diskussion 45

4. Diskussion

Studiendaten der vergangenen Jahre zeigten bei Hunden mit AD hinsichtlich deren klinischen
Verlaufs keinen signifikanten Vorteil infolge der Verabreichung von Metronidazol im Vergleich zu
Probiotika oder Probiotika verwandten Praparaten wie Synbiotika [6, 9]. Dennoch liegt der Einsatz
von Metronidazol bei Erstvorstellung von Hunden mit einem akuten Durchfallgeschehen bei tber
50% [15, 110-112]. Dies widerspricht Empfehlungen zur Therapie von AD bei Hunden [16, 17].
Die vorliegende Dissertation beschaftigt sich mit dieser Diskrepanz und umfasst Daten, die Syn-
biotika als sinnvolle Metronidazol-sparenden Therapie bei AD des Hundes bestatigen.

Ziel des Ubersichtsartikels war es, einen Uberblick zum Einsatz von Probiotika bei akuten und
chronischen gastrointestinalen Erkrankungen des Hundes fiir die Kleintierpraxis darzustellen.

Ziel der zweiten prospektiven, randomisierten und geblindeten klinischen Studie war die Evaluie-
rung der klinischen Verbesserung von Hunden mit AD, die entweder mit Metronidazol oder einem
Synbiotikum behandelt wurden. Ein weiterer Aspekt der Studie war die Untersuchung des intes-
tinalen Mikrobioms bei AD und unter Therapie mit Metronidazol versus einer Synbiotikumbehand-
lung.

Das intestinale Mikrobiom des Hundes setzt sich aus Bakterien, Pilzen, Viren, Protozoen und
Archaea zusammen und stellt eine symbiotische Einheit mit dem Wirtsorganismus dar. Es wurden
mehr als 10 bakterielle Phyla identifiziert, wobei Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobakterien,
Fusobakterien und Actinobakterien mehr als 99% der gesamten Darm-Mikrobiota ausmachen.
Mitentscheidende Aufgaben der intestinalen Mikroorganismen ist die Abwehr potenziell pathoge-
ner Erreger, Mitarbeit bei der Verdauung, Herstellung von Nahrungsbestandteilen und Mitent-
wicklung des Immunsystems [113]. Von einer intestinalen Dysbiose wird gesprochen, wenn es
zu Verschiebungen der Zusammensetzung der intestinalen Mikroorganismen kommt [114]. Die
Ursachen fir eine intestinale Dysbiose sind vielfaltig, jedoch stellt sich nach einem akuten Insult
in der Regel zlgig wieder eine Normobiose ein [113]. Zwei Insulte, welche zu héhergradigen und
langerfristigen Verschiebungen des intestinalen Mikrobioms flihren kénnen, sind chronische
Enteropathien oder der Einsatz von Antibiotika [113].

Das intestinale Mikrobiom von Hunden mit AD wurde in der zweiten Studie durch den Dysbiose
Index (DI) erfasst [101]. Der DI ist ein mathematisches Modell, um eine intestinale Dysbiose in
Kotproben von Hunden zu detektieren. Durch Untersuchungen mithilfe von quantitativen Echtzeit-
PCRs und 16S-ribosomaler-Ribonukleinsdure-(16S-rRNA)-Gen-Sequenzierung konnte gezeigt
werden, dass anhand von 7 bakteriellen Gruppen eine Differenzierung zwischen intestinaler Dys-
biose und Normobiose im Kot von Hunden mdglich ist. Daher wurden die individuellen quantita-
tiven PCRs von 7 Bakterien Taxa (Faecalibacterium ssp., Turicibacter ssp., Streptococcus ssp.,
E. coli, Blautia ssp., Fusobacterium ssp. und Clostridium hiranonis) und die Gesamtheit der Bak-
terien in den Kotproben an Tag 0, 6 und 30 analysiert. Der resultierende DI ist eine numerische
Zahl und kann mithilfe eines Referenzintervalls (— 9,1 bis 9,3) zur Interpretation von Veranderun-
gen des intestinalen Mikrobioms genutzt werden. Die Definition des Referenzbereichs wurde auf
Basis von 116 gesunden Hunden etabliert. Zur detaillierten Interpretation wurde drei Untergrup-
pieren definiert und Gber eine Studie bestatigt [7, 102]:

- Ein DI <0 wurde danach definiert, dass keine Veranderung in der Gesamtheit der Bakte-
riendiversitat vorliegt; geringfligige Abweichungen wurden als eine Verschiebung des in-
dividuellen Referenzintervalls einzelner Bakteriengruppen interpretiert
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- Ein DI 0 bis 2 wurde als eine milde Zunahme des DI definiert und weist auf eine milde bis
moderaten Abweichung der Gesamtheit der Bakteriendiversitat hin

- Ein DI >2 wurde als ein signifikant erhdhter DI definiert und zeigt eine entscheidende
Verschiebung der Gesamtheit der Bakteriendiversitat an

Die Konzentration des C. perfringens 16S rRNA-Gens und des C. perfringens Enterotoxin-Gens
sowie des C. perfringens NetF-Gens wurde ebenfalls in Kotproben iber eine gqPCR analysiert [7,
22]. Auch hier wurden, basierend auf Daten von 120 gesunden Hunden, individuelle Referenzin-
tervalle etabliert (C. perfringens: 1,1 bis 6,5; C. perfringens Enterotoxin 1,8 bis 5,1). Fir das C.
perfringens Toxin NetF und C. difficile wurde erachtet, dass diese bei gesunden Hunden nicht
nachweisbar sind. Die qPCR-Ergebnisse wurden als logarithmische DNA-Menge (fg) fir jede
Bakteriengruppe pro 10 ng isolierter Gesamt-DNA ausgedriickt.

Verschiedene Studien bei Hunden mit chronischen Enteropathien konnten zeigen, dass eine mar-
kante Verschiebung des intestinalen Mikrobioms vorliegen kann und diese Hunde in der Folge
einen signifikant erhéhten DI aufweisen [101, 104, 115]. Mitentscheidend fiir die Verschiebung
des DI kann eine Reduktion der C. hiranonis Konzentration sein [101]. C. hiranonis metabolisiert
via einer 7-a-Dehydroxylation priméare in sekundare Gallensauren [24, 90, 116]. Eine Studie
konnte nachweisen, dass die Konzentration von C. hiranonis > 4,5 (in log10) betragen muss, um
ausreichend primare in sekundare Gallensaure metabolisieren zu kdnnen [103]. Sekundare Gal-
lensauren spielen eine Rolle in der Abwehr potenziell pathogener Bakterien wie C. difficile [103].
Folglich kann eine chronische Enteropathie mit einer intestinalen Dysbiose und damit einer Ab-
nahme der Konzentration von C. hiranonis verbunden sein [101, 105]. Dies wiederum kann zu
einer erhohten Nachweisbarkeit von C. difficile fihren [105]. In der aktuellen Studie wurde am
Tag der Vorstellung bei einem Hund ein signifikant erhohter DI festgestellt und eine signifikant
unterhalb des Referenzbereichs liegende Konzentration von C. hiranonis gemessen. Bei diesem
Hund wurde 24 Monate spater wegen rezidivierender gastrointestinaler Symptome eine Gastro-
skopie durchgefiihrt und histologisch eine chronische Entziindung des Magens nachgewiesen.
Es wird vermutet, dass er zum Zeitpunkt der DI-Bestimmung mdglicherweise bereits eine nicht
naher definierte chronische Veranderung des Magen-Darm-Traktes hatte und der akut auftre-
tende Durchfall eher als ein Symptom einer chronischen gastrointestinalen Erkrankung gewertet
werden muss.

Die Analyse des DI der restlichen Hunde der Studie bestatigte, dass Hunde mit akuten gastroin-
testinalen Erkrankungen wie AD oder AHDS in der Mehrheit keine signifikante intestinale Dysbi-
ose aufweisen [7, 20]. Auch C. hiranonis lag bei dem meisten Hunden im Referenzintervall oder
nur geringgradig darunter. C. difficile wurde bei Hunden mit AD nicht nachgewiesen.

Bei einigen Hunden konnte am Vorstellungstag ein geringfligig erhdhter DI gemessen werden.
Es wird vermutet, dass milde Verschiebungen von C. perfringens und E. coli fiir die Abweichung
verantwortlich sein kénnen.

E. coli ist ein normaler Bestandteil des intestinalen Mikrobioms [117, 118]. Viele E. coli-Stamme
sind opportunistisch pathogen, dennoch gibt es auch Stamme, die primar pathogen sein kénnen
[118]. Diese Pathovare konnen zu akuten und auch chronischen Durchfallerkrankungen beim
Hund flihren [118]. Die Bestimmung dieser Pathovare ist dahingehend eingeschrankt, da sie mit
routinemaRigen Tests wie einer bakteriellen Kultur als Teil des intestinalen Mikrobioms bei er-
krankten aber auch bei gesunden Hunden isolierbar sind [117]. Die genaue Charakterisierung
des isolierten Stamms z.B. lber eine PCR ist in Folge sinnvoll [117]. Dennoch k&nnen auch bei
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klinisch unauffalligen Hunden pathogene E. coli gefunden werden [118]. Eine Sonderform einer
E. coli assoziierten Darmerkrankung ist die histiozytare ulzerative Colitis (HUC). Urséachlich fiir
die Erkrankung bei vornehmlich jungen Boxern oder sehr jungen franzdsischen Bulldoggen sind
entero-invasive E. coli, welche Uber Kolonbiopsien intrazellular nachweisbar sind [119, 120].
C. perfringens kann ebenso, als Bestandteil des intestinalen Mikrobioms, bei Hunden mit oder
ohne Durchfall nachgewiesen werden [118, 121]. C. perfringens kann fiir verschiedene Toxine
codieren, diese Toxintrager sind aber ebenfalls bei gesunden Hunden nachweisbar [117, 118,
121]. Eine Sonderform scheint das durch C. perfringens gebildete nekrotisierende Toxin NetF
zu sein. Es spielt moglicherweise eine entscheidende Rolle in der Pathogenese von AHDS, da
bei einem Grofiteil der erkrankten Hunde das Toxin-Gen nachgewiesen werden konnte [18-20].
Bei Hunden mit AD zeigte sich, dass der gering erhéhte PCR-Nachweis von sowohl E. coli als
auch C. perfringens nicht in jedem Fall in einer antibiotischen Therapie miinden muss. Es ergab
sich kein Vorteil durch die Verabreichung von Metronidazol hinsichtlich des Nachweises von C.
perfringens oder auch dem von C. perfringens codierten Enterotoxin-Gens. Das durch C. perfrin-
gens codierte Toxin NetF-Gen wurde in der Studie nur vereinzelt nachgewiesen. Die Therapie
mit Metronidazol fiihrte zu einer anhaltend signifikant erhdht messbaren Konzentration an E. coli
verglichen mit der Gruppe, die ein Synbiotikum erhielt. Folglich kénnen C. perfringens und E. coli
bei Hunden mit AD erhéht nachgewiesen werden, was jedoch weniger als ein Ausléser, sondern
vielmehr als eine milde, selbstlimitierende bakterielle Verschiebung und in der Folge als eine
transiente intestinale Dysbiose interpretiert werden kann [22]. Auch bei AHDS bedeutet der PCR-
Nachweis des NetF-Gens nicht in jedem Fall, dass eine antibiotische Behandlung erfolgen
muss, da Hunde mit AHDS in vielen Fallen gut auf eine symptomatische Therapie ansprechen.
Antibiotika sollten dabei Tieren mit Anzeichen auf eine bakterielle Translokation vorbehalten
sein [20, 21]. Im Gegensatz dazu ist beim Nachweis intrazellularer E. coli-Stamme in pathohis-
tologischen Kolonproben bei Franzdsischen Bulldogen, Boxern oder weiteren empféanglichen
Rassen, eine antibiotische Therapie der HUC mit Enrofloxacin sinnvoll und kann zur Ausheilung
der Erkrankung fiihren [119].

AD flhrte bei den meisten Hunden der aktuellen Studie zu keiner signifikanten intestinalen Dys-
biose. Im Verlauf der Studie aber bestatigten sich friilhere Ergebnisse, nach denen der Einsatz
von Metronidazol zu einer hochgradigen intestinalen Dysbiose flihren kann [24]. Der erhdhte DI
konnte auch 3 Wochen nach Absetzen der Therapie bei einem Teil der Hunde weiterhin nachge-
wiesen werden. Die Mehrheit der Hunde der Vergleichsgruppe mit Verabreichung eines Synbio-
tikums wiesen im Gegensatz dazu zu keinem Zeitpunkt einen signifikant erhéhten DI auf. Auch
der Anteil an E. coli sank in der Synbiotikagruppe signifikant starker ab. Schlussfolgernd fiihrte
nicht die Erkrankung zu einer signifikanten intestinalen Dysbiose, sondern die Verabreichung von
Metronidazol. Das Synbiotikum hatte einen positiven Effekt auf die Entwicklung des intestinalen
Mikrobioms. Synbiotika sind Praparate, die sowohl pra- als auch probiotische Inhaltstoffe haben
[34, 35]. Probiotika sind Praparate mit lebenden Mikroorgansimen, die, wenn sie in ausreichender
Menge aufgenommen werden, einen gesundheitlichen Nutzen bringen [26]. Beispiele sind
Enterococcus faecium oder Lactobacillus ssp. Prabiotika enthalten Substrate, die von Wirtsmik-
roorganismen selektiv verwertet werden und einen gesundheitlichen Nutzen bringen [36]. Bei-
spiele fur Prabiotika sind Inulin, Fruktooligosaccharide (FOS), Mananoligosaccharide (MOS) und
Galaktooligosaccharide [37]. Die Wirkmechanismen von Probiotika scheinen vielfaltig zu sein und
sind noch nicht bis ins Detail verstanden [122]. Eine Interaktion mit den Mikroorganismen des
intestinalen Mikrobioms wird vermutet [123]. Interessanterweise zeigten 58% der Synbiotika be-
handelten Hunde der aktuellen Studie auch an Tag 30 nach der Erkrankung noch geringfligige
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Abweichungen des intestinalen Mikrobioms. Der Insult eines akuten Durchfallgeschehens scheint
folglich mild zu sein, trotzdem sind die Folgen auch langerfristig zu sehen. Zukinftige Studien
sind erforderlich, um hier den Vergleich zu einer Placebogruppe zu sehen und den Effekt einer
langerfristigen Synbiotika-Verabreichung auf den DI und den klinischen Verlauf evaluieren zu
kdénnen.

Die durchgefiihrte Studie ist eine Folgestudie fiir vorangegangene Evaluationen von Probiotika
sowie Synbiotika bei AD. Es zeigte sich, dass diese Praparate eine aquivalente Therapieoption
bei AD sein kénnen (9, 11, 15-17). Probiotika oder Probiotika verwandte Praparate wie Synbiotika
wurden aber auch bei weiteren akuten und chronischen gastrointestinalen Erkrankungen des
Hundes eingesetzt und ihre Wirksamkeit evaluiert. Bei akuten gastrointestinalen Erkrankungen
kann deren Einsatz, neben AD, bei AHDS oder einer Infektion mit dem Parvovirus erfolgreich sein
und den klinischen Verlauf vorteilhaft beeinflussen [20, 53]. Eine Infektion mit Giardia duodenalis
hingegen wurde mit weniger Erfolg mit Probiotika therapiert [58, 124]. Klinische Verlaufe von
chronischen Enteropathien wie der Inflammatory Bowel Disease (IBD) verbesserten sich durch
die Verabreichung multistdmmiger Probiotika, wobei Futtermittel- oder Antibiotika-assoziierte
chronische Enteropathien weniger stark beeinflusst werden konnten. Eine individuelle Auswahl
des Probiotikums bzw. Synbiotikums je nach Erkrankung erscheint folglich sinnvoll. Ebenfalls
eine Uberlegung wert ist die Auswahl des Praparats. Es werden, basierend auf der Taxonomie
von Mikroorganismen, mono-von multistammigen Probiotika unterschieden, wobei ein mono-
stdmmiges Probiotikum einen einzelnen Stamm enthalt. Multiple Stamme einer Spezies oder Ge-
nus sowie Stamme multipler Genera sind in multistdmmigen Probiotika vermengt. Neben Bakte-
rien, die mit am frequentesten genutzt werden, kénnen auch Pilze eingesetzt werden [27].
Dadurch ist eine weitere Einteilung zwischen Probiotika bakteriellen Ursprungs und nicht bakte-
riellen Ursprungs maoglich [28]. Klassifiziert werden kann zusatzlich zwischen sporenbildenden
und nicht-sporenbildenden Probiotika [31] sowie zwischen allochthonen und autochthonen Pro-
biotika. Hefen, als eine Art Durchgangsmikroorganismus, gehdren beispielsweise zu den al-
lochthonen Probiotika [33].

Ein weiterer untersuchter Parameter der zweiten Studie war die vergleichende Evaluierung klini-
scher Parameter bei Hunden mit AD und einer Behandlung mit Metronidazol oder einem Synbio-
tikum. Ziel war eine Bestatigung der aquivalenten klinischen Verbesserung bei betroffenen Hun-
den beider Therapieoptionen [6, 9, 14].

Zur Beurteilung wurde der bereits haufig genutzte Canine Acute Diarrhea Severity Index (CADS-
Index) verwendet [7, 9]. Er beinhaltet die durchfallspezifischen Parameter Kotabsatzfrequenz/Tag
und Kotkonsistenz, die Beurteilung des Appetits und mdéglichen Erbrechens/Tag sowie die Erfas-
sung der Aktivitat des Hundes und wurde taglich iber 11 Tage erfasst. Zur Objektivierung wurde
in der aktuellen Studie bei der Beurteilung der Kotkonsistenz das Purina Fecal Scoring Chart
abgebildet (https://freedomservicedogs.org/wp-content/uploads/2022/04/Purina-Fecal-Scoring-
Chart.pdf). Méglicherweise sollte bei zukiinftigen AD-Studien bei der Beurteilung klinischer Fak-
toren ein angepasster Index genutzt werden. Dieser sollte individuelle Einflisse wie die Rasse
oder das Alter auf Aktivitat und Appetit minimieren und durchfallspezifische Parameter erweitern.
So kénnen noch weitere Details wie Blut-oder Schleimbeimengungen im Kot erfasst werden. Uber
eine Anpassung des Parameters Kotabsatzfrequenz/Tag kann ebenfalls nachgedacht werden.
Es wurde als physiologisch angesehen, dass Hunde eine Kotabsatzfrequenz von maximal 2 Ko-
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tabsatzen pro Tag haben. Hier kann diskutiert werden inwieweit Flitterungsfrequenzen sowie in-
dividuelle Aktivitatslevel einen Einfluss aufweisen und die Kotabsatzfrequenz mit 2-3x/Tag eben-
falls physiologisch sein kann.

Bei der Auswertung des CADS-Index in der aktuellen Studie zeigte sich, mit Ausnahme des drit-
ten Tages, kein signifikanter Unterschied zwischen einer Metronidazoltherapie und einer Behand-
lung mit Synbiotika. Der Unterschied an Tag 3 resultiert aus einem starker reduzierten Appetit
und weniger Aktivitat in der Gruppe der Synbiotikabehandlung. Es ergab sich bezliglich der durch-
fallspezifischen Parameter Kotkonsistenz und Absatzfrequenz an keinem Tag ein signifikanter
Unterschied. Der Unterschied an einem Tag im gesamten CADS-Index verliert vor dem Hinter-
grund der verursachten intestinalen Dysbiose durch Metronidazol an Bedeutung. Es kann disku-
tiert werden, ob Metronidazol auch dann nicht befiirwortet werden kann, sollte der Einsatz von
Metronidazol einen signifikanten Vorteil auf die klinische Verbesserung erreichen kénnen. Weiter
zeigte bislang nur eine Studie, dass Metronidazol zu einer ca. 36 Stunden schnellere Ausheilung
des Durchfalls fihren kann [8].

Zusatzlich kann der Einsatz von Metronidazol, neben der intestinalen Dysbiose, zu weiteren un-
erwinschten Wirkungen fihren. Es werden abdominale Schmerzen oder Durchfall beschrieben
[92]. In einigen Berichten waren neurologische Anzeichen im Zusammenhang mit der Gabe von
Metronidazol auffallig. Beschrieben wurden unter anderem ein ataktischer Gang, Krampfanfalle,
Tremor und Nystagmus [45, 92, 125]. Die neurologischen Anzeichen traten einer Studie nach bei
einer medianen Behandlungsdauer von 35 Tagen mit einer medianen Dosierung von 21 mg/kg 2
x taglich auf. Die klinischen Anzeichen waren ca. 3 Tage nach Absetzen von Metronidazol rick-
laufig [25]. Der genaue Mechanismus, der zu diesen neurologischen Auffalligkeiten fihren kann,
ist bisher nicht vollkommen geklart [92].

Daten zu Antibiotikaresistenzen von Metronidazol beim Hund scheinen in geringen Umfang vor-
zuliegen. Bei einem gesunden Hund wurde ein Metronidazol-resistentes C. difficile Isolat gefun-
den [126].

Eine Limitation der klinischen Studie umfasst die Verabreichung der Therapie durch die Besitzer
zuhause. Sie wurden zwar Uber die richtige Vorgehensweise informiert, dennoch ist eine nicht
korrekte Verabreichung nicht auszuschlieen. Weiter wurde die klinische Verbesserung tiber den
CADS-Index durch eine Befragung der Tierhalter erfasst. Auch wenn durch Abbildung des Purina
Fecal Scoring Charts die Beurteilung der Kotkonsistenz objektiviert wurde, kdnnen andere Para-
meter wie z.B. die Aktivitat durch Subjektivitat beeinflusst worden sein.

Eine weitere Limitation der Studie ist das Fehlen einer Placebogruppe, was einen Vergleich zu
einer symptomatischen Therapie eines AD ermdglicht hatte. Als zusatzliche Limitation zu be-
schreiben ist die kleine Studienpopulation. Durch vorherige Studien kann man aber von einem,
trotz kleiner Studiengruppe, reprasentativem Ergebnis hinsichtlich des Effekts auf das intestinale
Mikrobiom durch Metronidazol ausgehen.

Zusammenfassend bestatigen die Daten der klinischen Studie bisherige Studienergebnisse und
Empfehlungen, in welchen Probiotika bzw. Synbiotika als addquate Therapiealternative zu Met-
ronidazol bei AD benannt sind. Es ist, beim Vergleich mit Synbiotika, von keinem signifikanten
Vorteil auf die klinische Verbesserung von AD betroffenen Hunden durch den Einsatz von Metro-
nidazol auszugehen. Bei Hunden mit AD lassen sich in der Mehrheit nur geringfligige Verschie-
bungen des intestinalen Mikrobioms nachvollziehen, wohingegen durch die Verabreichung von
Metronidazol eine signifikante intestinale Dysbiose induziert wurde. Bei der Verschreibung von
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Synbiotika bei AD kann von einer ausreichend klinischen Verbesserung und einer positiven Be-
einflussung des intestinalen Mikrobioms ausgegangen werden.
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5. Zusammenfassung

Akuter unkomplizierter Durchfall (AD) ist ein haufiges Erkrankungsbild in der tierarztlichen Praxis
und Klinik. Studien zufolge werden in vielen Fallen verschiedene antibiotische Wirkstoffe, allen
voran Metronidazol, eingesetzt. Dies widerspricht bisherigen Studienergebnissen nach denen
Antibiotika keinen Vorteil hinsichtlich der klinischen Verbesserung aufweisen, wenn sie mit Pro-
biotika oder Probiotika verwandten Praparaten wie Synbiotika verglichen werden. Folglich wird
auch in Empfehlungen zur Therapie eines AD’s Abstand zum Antibiotikaeinsatz genommen. Wei-
tere Griinde hierfur sind, neben der Zunahme an Antibiotikaresistenzen, die unerwiinschten Wir-
kungen durch die Verabreichung der antibiotischen Wirkstoffe. Hierbei sind gastrointestinale und
neurologische Anzeichen madglich. Zudem konnte nach Verabreichung von Metronidazol die Ent-
stehung von intestinalen Dysbiosen nachgewiesen werden. In dieser Arbeit wurde bestatigt, dass
Probiotika bzw. Synbiotka bei AD eine Therapiealternative zu Metronidazol darstellen, da ihre
Verabreichung eine aquivalente klinische Verbesserung betroffener Hunde induzierte und der
Einsatz von Metronidazol zu einer intestinalen Dysbiose flhrte.

Probiotika sind Praparate, die lebende Mikroorganismen enthalten und dem Empfanger, bei Auf-
nahme adaquater Mengen, zu einem gesundheitlichen Nutzen verhelfen. Prabiotika hingegen
sind nicht-verdauliche Substrate, die dem Empfanger zu einem gesundheitlichen Nutzen verhel-
fen, indem sie selektiv das Wachstum oder die Aktivitat einzelner oder bestimmter Bakterien im
Kolon stimulieren. Synbiotika enthalten sowohl probiotische Mikroorgansimen als auch prabioti-
sche Substrate. In Deutschland werden Probiotika oder Synbiotika als Futtermittelzusatzstoff de-
finiert und werden entsprechend in einer Liste des Bundesamts fiir Verbraucherschutz und Le-
bensmittelsicherheit aufgefiihrt. Sie kdnnen in verschiedene Untergruppen eingeteilt werden. Ba-
sierend auf der Taxonomie von Mikroorganismen werden mono-und multistdmmige Probiotika
unterschieden. Zusatzlich kénnen sie in Probiotika bakteriellen und nicht bakteriellen Ursprungs
oder sporenbildende und nicht-sporenbildende Probiotika differenziert werden. Autochthone Pro-
biotika enthalten Mikroorganismen, die regelmafig aus dem intestinalen Mikrobiom des Hundes
isoliert werden kdnnen, welches bei allochthonen Probiotika nicht der Fall ist.

Neben der Evaluation von Probiotika oder Probiotika verwandten Praparaten wie Synbiotika bei
AD, wurden diese Produkte bisher bei verschiedenen weiteren akuten als auch chronischen gast-
rointestinalen Erkrankungen des Hundes eingesetzt. Bei dem akut auftretenden hamorrhagi-
schen Diarrhésyndrom (AHDS) war ein multistdammiges Probiotikum mit einer beschleunigten
Normalisierung des intestinalen Mikrobioms verbunden. Hunde mit aseptischem Verlauf von
AHDS zeigten ein schnelleres Absinken der NetF-Toxin-Gene. Eine schnelle klinische Verbesse-
rung war in beiden Gruppen mit einer symptomatischen Therapie sowie Probiotika ohne Antibio-
tika zu sehen. Auch Hunde mit einer Parvovirose-Infektion kdnnen vom Einsatz eines Probioti-
kums profitieren. Bei Endoparasiten-assoziierten gastrointestinale Erkrankungen wie der Giardi-
ose oder bei einer Infektion mit Hakenwirmern war die Verabreichung von Probiotika weniger
erfolgreich. Bei Hunden mit einer chronischer Inflammatory Bowel Disease (IBD) zeigte sich
durch multistimmige Probiotika eine Verbesserung des klinischen Verlaufs. Bei chronischen
Enteropathien, die als Futtermittel- oder Antibiotika-responsiv definiert werden, zeigte sich eine
weniger positive Beeinflussung.

Ziel der prospektiven, randomisierten und geblindeten Studie war es, die Auswirkung sowohl ei-
nes akuten Durchfallgeschehens als auch von Metronidazol auf das intestinale Mikrobiom zu
evaluieren. Dabei wurde der Dysbiose Index (DI) als Methode gewahlt. Hierbei handelt es sich
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um eine PCR-basierte Analyse von 7 bakteriellen Vertretern (Faecalibacterium ssp., Turicibacter
ssp., Streptococcus ssp., Escherichia coli, Blautia ssp., Fusobacterium ssp. und Clostridium
hiranonis) und der Gesamtheit der Bakterien. Die Bestimmung des DI erfolgte aus dem Kot der
Hunde. Der resultierende Zahlenwert ermoglicht es eine intestinale Dysbiose von einer Normobi-
ose zu unterscheiden und Ruickschllsse auf den Grad und mogliche Ursachen einer intestinalen
Dysbiose zu schlief3en.

Durch Studien der Vergangenheit zeigte sich, dass Hunde mit einer chronischen Enteropathie
eine markante intestinale Dysbiose und eine deutlich reduzierte Konzentration des intestinalen
Bakteriums Clostridium hiranonis (C. hiranonis) aufweisen kénnen. C. hiranonis spielt eine ent-
scheidende Rolle in der Metabolisierung von primaren in sekundare Gallensauren. Ein akuter
Insult wie AD fiihrte in der aktuellen Studie bei den meisten Hunden zu geringgradigen Verschie-
bungen des DI. Die Konzentration von C. hiranonis lag bei dem Grof3teil der Hunde im Referenz-
bereich. Der geringgradig erhdhte DI bei AD ist durch eine moderate Erhdhung der Konzentrati-
onen von C. perfringens und Escherichia coli (E. coli) erklarbar. Im Verlauf der Studie zeigte sich,
dass diese milden Verschiebungen transient waren und sich die Konzentrationen von C. perfrin-
gens und E. coli ohne antibiotische Therapie zuriick in den Referenzbereich entwickelten. Es
zeigte sich kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der Konzentration von C. perfringens zwi-
schen der Patientengruppe, die das Synbiotikum bekam und der, die Metronidazol erhielt. Der
Einsatz des Synbiotikums hatte dahingehend eine positive Auswirkung, dass die Konzentration
von E. coli im Vergleich zur Metronidazol-Gruppe signifikant abfiel.

Neben der Entwicklung chronischer Enteropathien kann die Verabreichung von Antibiotika zu
einer deutlichen Verschiebung des DI filhren. In der aktuellen Studie ergab sich durch die An-
wendung von Metronidazol sowohl unter Therapie als auch 3 Wochen nach Absetzen der Be-
handlung eine signifikante Erhéhung des DI sowie eine signifikante Reduktion der Konzentration
von C. hiranonis. Bei den Hunden der Synbiotikagruppe lagen sowohl der DI als auch die Kon-
zentration von C. hiranonis bei dem Grof3teil der Hunde zu jedem Messzeitpunkt im Referenzbe-
reich.

Ein Ziel der klinischen Studie war die Evaluation der klinischen Verbesserung im Rahmen eines
Vergleichs der Behandlung mit Metronidazol und einem Synbiotikum. Am dritten Behandlungstag
zeigte sich ein signifikanter Unterschied im Canine Acute Diarrhea Severity Index (CADS-Index).
Dieser erfasst die durchfallspezifischen Paramater Kotkonsistenz und Kotabsatzfrequenz/Tag so-
wie die Aktivitdt, den Appetit sowie das Auftreten von Erbrechen/Tag. Am Tag 3 zeigten mehr
Hunde der Synbiotikagruppe eine reduzierte Aktivitat sowie weniger Appetit. Bei der Auswertung
der Parameter Kotkonsistenz und Kotabsatzfrequenz ergab sich an keinem Tag ein Unterschied
zwischen beiden Gruppen. Die schnellere klinische Verbesserung am Tag 3 durch Metronidazol
verliert unter Berucksichtigung der verursachten intestinalen Dysbiose an Bedeutung, zumal es
keinen signifikanten Unterschied der durchfallspezifischen Parameter Kotkonsistenz und Kotab-
satzfrequenz zwischen beiden Gruppen gab. Die Studiendaten kénnen folglich dahingehend in-
terpretiert werden, dass sie bisherige Untersuchungen bestatigen, in denen Probiotika oder Syn-
biotika einen aquivalenten Effekt auf die klinische Verbesserung bei AD aufwiesen.

Zusammenfassend lasst sich auf Basis der vorliegenden Arbeit darstellen, dass AD eine haufige
akute gastrointestinale Erkrankung des Hundes ist, die nicht durch den Einsatz von Metronidazol
zu profitieren scheint. Metronidazol kann zur Entwicklung einer intestinalen Dysbiose fiihren und
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weist keinen signifikanten Vorteil hinsichtlich des klinischen Verlaufs auf. Synbiotika kénnen hin-
gegen bei AD eine alternative Therapieform zur Antibiotikabehandlung darstellen, da infolge de-
ren Einsatzes eine aquivalente klinische Verbesserung erzielt und das intestinale Mikrobiom po-
sitiv beeinflussen werden kann.



Summary 54

6. Summary

Acute uncomplicated diarrhea (AD) is a common reason for veterinary consultations. Antibiotic
agents, especially metronidazole, are frequently prescribed in this disease entity. Concerning the
dogs’ clinical improvement, previous studies have failed to show an advantage of treatment with
metronidazole when compared to probiotics or probiotic-related preparations such as synbiotics.
In addition to this aspect as well as the global increase of antibiotic resistance, different side
effects are known to occur in consequence to the administration of antibiotic agents. Dogs may
exhibit gastrointestinal and neurological signs and intestinal dysbiosis has been shown to develop
following the administration of metronidazole. Nonetheless, the prescription of metronidazole for
dogs with AD remains to be a frequent and routine measure in the clinical setting. The results of
the presented clinical trial confirmed that synbiotics may represent an alternative treatment to
metronidazole in AD. Both treatment types exhibited equivalent effects on the enrolled dogs’ clin-
ical improvement. Additionally, the use of metronidazole resulted in the development of significant
intestinal dysbiosis.

Probiotics are defined as live strains of microorganisms that, when administered in adequate
amounts, confer a healthy benefit on the host. Prebiotics are nondigestible food ingredients that
beneficially affect the host by selectively stimulating growth and/or activity of one or a limited
number of bacteria in the colon to improve host health. Synbiotics have probiotic and prebiotic
properties. In Germany, probiotics are defined as additives to diets and are listed on a list of the
Bundesamt fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit. There are different subgroups of
probiotics. Based on the taxonomy of microorganisms, there a mono-and multistrain probiotics.
A distinction is made between probiotics of bacterial origin and non-bacterial origin and spore-
forming and non-spore-forming probiotics. Autochthonous probiotics contain microorganisms that
can be regularly isolated from the intestinal microbiome of dogs, which is not the case with al-
lochthonous probiotics.

In addition to the evaluation of probiotics or probiotic-related preparations such as synbiotics in
AD, these products have been used in various other acute and chronic gastrointestinal diseases
in dogs. In dogs with acute hemorrhagic diarrhea syndrome (AHDS), the use of a multi-strain
probiotic treatment was associated with an accelerated normalization of the intestinal microbiome.
Dogs with aseptic AHDS showed a rapid decrease of netF-toxin-genes. A fast clinical recovery in
two groups under symptomatic and synbiotic treatment without antibiotics was seen. Dogs with a
parvovirosis infection can have a benefit from the use of a probiotic. In endoparasite-associated
gastrointestinal diseases such as giardiasis or hookworm infection, the administration of probiot-
ics was less successful. In dogs with chronic inflammatory bowel disease (IBD), multi-strain pro-
biotics showed an improvement in the clinical course. In chronic enteropathies, which are defined
as responsive to diet or antibiotics, a less positive influence was shown.

One aim of the prospective, randomized, and blinded clinical trial was to evaluate the effect of
acute diarrhea and the use of metronidazole on the intestinal microbiome. The Dysbiosis Index
(DI) was used for this purpose. To calculate the DI, an individual PCR assay was performed in
fecal samples for 7 bacterial taxa (Faecalibacterium spp., Turicibacter spp., Streptococcus spp.,
Escherichia coli, Blautia spp., Fusobacterium spp., and Clostridium hiranonis) and the total bac-
teria. The DI is a single numeric value and can used to distinguish between normobiosis and
intestinal dysbiosis or to estimate the level and causes of an intestinal dysbiosis.
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Previous studies have shown that dogs with chronic enteropathies may display major intestinal
dysbiosis as well as significantly reduced concentrations of Clostridium hiranonis (C. hiranonis).
C. hiranonis has been reported to convey beneficial effects due to its conversion of primary to
secondary bile acids. The results of the present study showed that AD does not lead to major
alterations in the DI and the concentration of C. hiranonis was in the reference range in the ma-
jority of the dogs. The mild increase of the DI in AD may be related to minor alterations in the
concentration of C. perfringens and Escherichia coli (E. coli). The evaluation of the DI over time
revealed a transient alteration and the concentration of C. perfringens and E. coli returned to
reference values without antibiotic treatment. There was no significant difference in abundance
of C. perfringens between the metronidazole and synbiotic treatment groups. The synbiotic treat-
ment exerted a positive effect, as the concentration of E. coli was significantly lower in comparison
to the metronidazole group.

The use of antibiotics may be another cause for a significant increase of the DI. The present study
showed that the administration of metronidazole resulted in a significant increase of the DI and a
significant reduction in the concentration of C. hiranonis during treatment and 3 weeks following
its discontinuation. Most dogs in the synbiotic treatment group showed a normal DI and the con-
centration of C. hiranonis remained within the reference interval over time.

A further aim of the present study was the comparison of the clinical improvement in dogs with
AD receiving either metronidazole or synbiotic treatment. Between both groups, a significant dif-
ference regarding the Canine Acute Diarrhea Severity Index (CADS-Index) was observed on day
3. The CADS-Index includes the following parameters: activity, appetite, vomiting times/day, fecal
consistency, and defecation frequency times/day. On day 3, a higher number of dogs in the syn-
biotic treatment group exhibited reduced appetite and activity. However, there was no significant
difference between both groups on any day during the study period regarding the diarrhea-spe-
cific parameters fecal consistency and defecation frequency. Thus, in comparison to the synbiotic
treatment, metronidazole had a negative effect on the core microbiome without affecting clinical
outcome.

In summary, AD is a common acute gastrointestinal disease in dogs that does not seem to benefit
from treatment with metronidazole, as metronidazole led to intestinal dysbiosis and failed to con-
vey beneficial effects in terms of clinical outcome. Synbiotics may represent an alternative treat-
ment option to antibiotic agents in the treatment of AD, due to the observation that the administra-
tion of these substances resulted in equivalent clinical improvement as well as a positive influ-
enced on the dogs’ intestinal microbiome.
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