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[.  EINLEITUNG

Das akute himorrhagische Durchfallsyndrom (AHDS) des Hundes ist gekennzeichnet durch
das plotzliche Auftreten von akut blutigem Durchfall, hiufig begleitet von Erbrechen,
Hyporexie und Lethargie (MORTIER et al., 2015; UNTERER et al., 2015; DUPONT et al.,
2021). Die Diagnose erfolgt in der Regel durch den Ausschluss bekannter Ursachen, die
blutigen Durchfall auslésen kdonnen, wie zum Beispiel Pankreatitis, Endoparasitenbefall, oder
die Gabe von nichtsteroidalen Antiphlogistika (NSAIDs) (UNTERER et al., 2014; SINDERN
et al., 2019). Die Symptome reichen von mild bis schwerwiegend, wobei sich die meisten
Hunde mit symptomatischer Therapie innerhalb kurzer Zeit erholen (MORTIER et al., 2015;
UNTERER etal., 2015; DUPONT et al., 2021). In einigen Fillen treten jedoch Komplikationen
wie Sepsis, Hypalbumindmie oder in seltenen Féllen der Tod des Tieres infolge eines
hypovoldmischen oder septischen Schocks auf (WILL et al., 2005; UNTERER et al., 2015;
DUPONT et al., 2021).

Histologische Untersuchungen von Darmbiopsien von Hunden mit AHDS, die in der akuten
Phase der Erkrankung endoskopisch entnommen wurden, zeigten eine nekrotisierende Enteritis
sowie Clostridien-Stimme, die an der nekrotischen Darmoberfliche anhafteten (UNTERER et
al., 2014). Eine weitere Studie ergibt, dass bei Hunden mit AHDS im Vergleich mit gesunden
Hunden und Hunden mit Parvovirose vermehrt Clostridium perfringens (C. perfringens)
vorkommen, welche fiir das NetF-Toxin kodieren (SINDERN et al., 2019). Diese Befunde
legen nahe, dass das iibermdflige Wachstum von Clostridium perfringens Typ A-Stdmmen,
verbunden mit der Freisetzung von NetF-Toxinen und moglicherweise anderen Toxinen, eine
zentrale Rolle bei der Entwicklung der nekrotisierenden Enterokolitis im Rahmen von AHDS
spielen (MEHDIZADEH GOHARI et al., 2015; LEIPIG-RUDOLPH et al., 2018; SINDERN
etal., 2019).

Neben der Nahrstoff- und Wasseraufnahme erfiillt der Magen-Darm-Trakt auch eine wichtige
Funktion als Schutzbarriere gegen Krankheitserreger und schéidliche Substanzen (KONIG et
al., 2016). Bei einer Storung dieser Barriere kommt es zu einer erhohten Permeabilitit der
Darmwand. Dies fiihrt zu einem Verlust von Proteinen, Elektrolyten, Vitaminen und Fliissigkeit
in das Darmlumen und erleichtert den Ubertritt schidlicher Substanzen und Krankheitserreger

in die Blutbahn (DEITCH, 1993; KONIG et al., 2016). Bei Hunden mit AHDS wird aufgrund
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des typischerweise auftretenden Eiweilverlustes iiber den Darm und des Vorliegens einer
nekrotisierenden Enteritis eine gestorte Darmbarriere vermutet (WILL et al., 2005;
MEHDIZADEH GOHARI et al., 2015; MORTIER et al., 2015; UNTERER et al., 2015).
Zudem kann die intestinale Ischimie, welche aus einer Hypovoldmie und Hypoperfusion der
Darmschleimhaut resultiert, auch zu einer erhhten Darmpermeabilitét beitragen (GONZALEZ
et al., 2015). Trotz der zahlreichen moglichen Griinde fiir eine erhdhte intestinale Permeabilitét
bei Hunden mit AHDS werden nur sehr selten Komplikationen durch eine Translokation von
Bakterien beobachtet (DUPONT et al., 2021). Daher besteht die Standardbehandlung primér
aus Flissigkeitstherapie, Analgesie und Antiemesis (MORTIER et al., 2015). In den meisten
Féllen zeigt sich eine rasche klinische Verbesserung, ohne dass der Einsatz von Antibiotika
erforderlich ist (MORTIER et al., 2015; UNTERER et al., 2015). Langzeitbeobachtungen von
Hunden, die im Laufe ihres Lebens eine Episode von AHDS durchgemacht haben, zeigen, dass
etwa 30 % dieser Hunde eine chronische Darmerkrankung entwickeln (SKOTNITZKI et al.,
2022). Es wird vermutet, dass es in der Phase einer akuten Enteritis infolge einer
Darmbarrierestdrung zu einem vermehrten Ubertritt von Futtermittelallergenen kommt und dies
in der Folge zu einer Sensibilisierung des Immunsystems fiihrt (SKOTNITZKI et al., 2022).
Zudem ist bekannt, dass eine intestinale Dysbiose einen weiteren Risikofaktor fiir die
Entstehung einer immunvermittelten chronischen Erkrankung darstellt (PILLA und
SUCHODOLSKI, 2019; ZIESE und SUCHODOLSKI, 2021; SUCHODOLSKI, 2022). Um die
Zusammenhdnge zwischen einer Storung der Darmbarriere, intestinaler Dysbiose und dem
Entstehen einer chronischen Enteropathie zu verstehen, sind Studien zur Barrierefunktion und
zur Evaluierung der intestinalen Mikrobiota bei Hunden mit AHDS essenziell. Die daraus
gewonnenen Ergebnisse sind nicht nur fiir die Optimierung von Therapiestrategien, wie
beispielsweise der Kottransplantation bei Hunden mit akuter schwergradiger Enteritis, von
Bedeutung, sondern auch fiir die translationale Medizin, um Fortschritte in der Behandlung und

Priavention von vergleichbaren Erkrankungen beim Menschen zu erméglichen.

Das Ziel der ersten Publikation ist es, einen umfassenden Uberblick iiber die vorhandene
Literatur zu den mdglichen Indikationen fiir eine Kottransplantation sowie deren Anwendung
bei Hunden und Katzen zu bieten. Dabei werden nicht nur gastrointestinale Einsatzgebiete
beschrieben, sondern auch andere Erkrankungen, bei denen eine Kottransplantation potenziell
hilfreich sein konnte. AuBBerdem gibt die Publikation praxisorientierte Empfehlungen fiir die

Durchfiihrung von Kottransplantationen in der Kleintiermedizin.
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Ziel der zweiten Publikation ist es, bei Hunden mit AHDS das Vorliegen einer
Darmbarrierestérung zu bestitigen und eine Korrelation mit dem Auftreten klinischer
Symptome herzustellen. Die intestinale Permeabilitit wird dabei mithilfe von Iohexol
gemessen, einem nicht radioaktiven, jodhaltigen Kontrastmedium (KLENNER et al., 2009;
FRIAS et al., 2012). Iohexol folgt einem dhnlichen Permeabilitétspfad wie >!Chromium
Ethylendiamintetraessigsdure (°'Cr-EDTA), welche als Goldstandard zur Beurteilung der
intestinalen Permeabilitit gilt (FRIAS et al., 2012). Da >!Cr-EDTA jedoch radioaktiv ist, erweist
sich Iohexol als deutlich einfacher in der Anwendung (KLENNER et al., 2009). Dariiber hinaus
kann die Iohexol-Konzentration im Serum leicht mit einem handelsiiblichen
Enzymimmunoassay (ELISA) gemessen werden (ORTIN-PIQUERAS V, 2018). Diese Studie

wird im Folgenden auch als Studie 1 bezeichnet.

In der dritten Publikation wird untersucht, ob eine Kottransplantation im Vergleich zur
Standardbehandlung bei Hunden mit AHDS zu einer schnelleren klinischen Verbesserung und
Normalisierung des Darmmikrobioms fiihrt. Die Hunde erhalten hierbei im Abstand von 48
Stunden zweimal rektal Kot von einem gesunden Spender. Der klinische Verlauf wird mittels
des AHDS-Indexes (BUSCH et al., 2015; MORTIER et al., 2015) und die Verdnderungen im
Mikrobiom mittels des Dysbiose Indexes (ALSHAWAQFEH et al., 2017; SUCHODOLSKI,
2022; SUNG et al., 2023) bewertet. Aufgrund der klinischen Entscheidung des behandelnden
Tierarztes ergab sich eine dritte Gruppe, in der die Hunde unabhdngig von der
zugrundeliegenden Therapie ein Antibiotikum erhielten. Diese Studie wird im Folgenden als

Studie 2 bezeichnet.
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Kleintierpraxis

Andrea Reisinger’, Helene Stiibing’, Jan S. Suchodolski?, Stefan Unterer?, Kathrin Busch’

Korrespondenzadresse: andrea.reisinger@gmx.de

Zusammenfassung Kottransplantation (FMT) ist die Ubertragung
von Kot eines gesunden Spenders auf einen kranken Empfanger. Ziel
ist es, das Mikrobiom und Metabolom des Empféangers positiv zu be-
einflussen und auf ein gesundes Gleichgewicht zuriickzufiihren. Das
Mikrobiom umfasst die Gesamtheit der Mikroorganismen im Magen-
Darm-Trakt. Diese spielen eine wichtige Rolle in vielen physiologischen
Prozessen und stehen in symbiotischer Beziehung mit dem Wirt. Ein
Ungleichgewicht im Mikrobiom (Dysbiose) wird mit einer Vielzahl von
Erkrankungen in Verbindung gebracht, darunter akute und chroni-
sche Darmerkrankungen. Der genaue Wirkmechanismus der FMT

ist bisher nicht vollstandig geklart. Es wird davon ausgegangen, dass
mehrere Faktoren eine Rolle spielen. So kann beispielsweise eine FMT
das Auftreten sekunddrer Gallensduren steigern, was wiederum eine
antiinflammatorische Wirkung zur Folge hat. Ein geeigneter Kotspen-
der muss bestimmte Kriterien erfiillen: Dessen Alter sollte zwischen
einem Jahr und 75% der erwarteten Lebensspanne liegen und es diir-
fen keine chronischen gastrointestinalen Symptome, Verhaltensauf-
falligkeiten, Allergien, Autoimmunerkrankungen oder neoplastischen
Erkrankungen vorliegen. Eine ausfiihrliche Anamnese und Uberprii-
fung des Gesundheitszustandes des Spenders sind entscheidend, um
die Sicherheit und Effektivitat der FMT zu gewahrleisten. Wahrend
die FMT in der Humanmedizin bereits bei verschiedenen Erkran-
kungen erfolgreich eingesetzt wird, steht die Forschung zu dessen
Anwendung bei Tieren noch am Anfang. Aufgrund der Ahnlichkeit
zwischen dem caninen und humanen Mikrobiom ist die Evaluation
von FMT bei Tieren jedoch ein wichtiger Bestandteil der translationa-
len Forschung. Dieser Artikel beleuchtet den aktuellen Wissensstand
liber Wirkungsweisen, Indikationen und Durchfiihrung der FMT.

Schlisselworter Mikrobiom, Mikrobiota, Dysbiose, Hund, Katze

Einleitung
Kottransplantation, auch fikale Mikrobiota-Transplantation (FMT)
genannt, bezeichnet die Ubertragung von Kot eines gesunden Spen-

Fecal microbiota transplantation: mechanisms,
indications, implementation - an over-view for
small animal practice

Summary Fecal microbiota transplantation (FMT) involves trans-
ferring fecal material from healthy donors to diseased recipients in
order to positively influence the microbiome and metabolome and
restore its balance. The microbiome comprises the entirety of mi-
croorganisms in the gastrointestinal tract. These play an important
role in physiological processes and form a symbiotic relationship
with the host. An imbalance in the microbiome (dysbiosis) is associ-
ated with various diseases, including acute and chronic gastrointes-
tinal disorders. The exact mechanism of action of FMT is not fully
elucidated. It is assumed that several effects play a role. For exam-
ple, FMT can increase the occurrence of secondary bile acids, which
in turn results in an antiinflammatory effect. The fecal donor must
fulfill certain criteria: it must be older than oneyear and <than 75%
of its expected life span and it must not show any signs of chronic
gastrointestinal disease, behavioral changes, allergies, autoimmune
or neoplastic diseases. A detailed medical history and confirma-
tion of the donor’s health status are of importance to ensure the
safety and effectiveness of FMT. While FMT is already being used
successfully in human medicine for various diseases, research into
its use in animals is still in its infancy. However, due to the similarity
between the canine and human microbiome, the evaluation of FMT
in animals is an important part of translational research. This article
presents the current knowledge about mechanisms, indications,
and implementation of FMT in veterinary medicine.

Keywords microbiome, microbiota, dysbiosis, dog, cat

ders auf einen kranken Empfinger. Dabei wird das Ziel verfolgt, das
Mikrobiom des Empfingers positiv zu beeinflussen (Cammarota
etal. 2017, Chaitman und Gaschen 2021). Mit dieser Therapieoption
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sollen Erkrankungen behandelt werden, die mit einem Ungleich-
gewicht der Mikrobiota einhergehen. Dieser Artikel bietet einen
Uberblick iiber bisherige Forschungsergebnisse und Einsatzgebiete
im Bereich der FMT in der Kleintierpraxis. Auflerdem werden Leit-
linien zur Anwendung der FMT vorgestellt, die kiirzlich von einem
Konsortium internationaler Experten erstellt wurden (Winston et al.
2024). Diese Leitlinien beschreiben die Grundlage fiir die im Fol-
genden aufgefiihrten Empfehlungen im Bereich FMT.

Begriffsdefinitionen

Im Magen-Darm-Trakt von Hunden und Katzen befindet sich ein
komplexes Okosystem von Mikroorganismen. Diese lebenden Orga-
nismen werden in ihrer Gesamtheit als Mikrobiota bezeichnet und
bestehen vor allem aus Bakterien, Viren, Pilzen und Protozoen (Rit-
chie et al. 2008, Swanson et al. 2010, Barry et al. 2012, Honneffer
et al. 2017, Marsilio et al. 2019, Pilla und Suchodolski 2019, Ziese
und Suchodolski 2021, Suchodolski 2022). Bakterien bilden dabei
mit iiber 98 % den gréfiten Anteil. Es finden sich vorwiegend Ver-
treter der Bakterienphyla: Firmicutes, Fusobacteria, Bacteroidetes,
Proteobacteria und Actinobacteria (Ritchie et al. 2008, Swanson
et al. 2010, Barry et al. 2012, Honneffer et al. 2017, Marsilio et al.
2019, Pilla und Suchodolski 2019, Ziese und Suchodolski 2021,
Suchodolski 2022). Der Wirt bildet mit diesen Mikroorganismen
eine symbiotische Lebensweise (Honneffer et al. 2017, Ziese und
Suchodolski 2021, Suchodolski 2022). Wihrend Mikrobiota die
Gesamtheit der Mikroorganismen umfasst, bezeichnet Mikrobiom
das gesamte Genom der Mikrobiota. Zusitzlich zu dem Genom
der Mikroben wird der Begriff Mikrobiom oft verwendet, um das
gesamte 0kologische System zu beschreiben, das diese Mikroorganis-
men umfasst. Dies schliefit die Mikroorganismen, deren Gene und
Stoffwechselprodukte sowie die Interaktionen der Mikroorganis-
men mit ihrer Umgebung ein (Ziese und Suchodolski 2021, Sucho-
dolski 2022). Das intestinale Metabolom bezeichnet die von den
Mikrobiota und dem Wirt produzierten Stoffwechselprodukte. Eine
verminderte Diversitidt des Mikrobioms und eine Verdnderung der
physiologischen Zusammensetzung sowie eine daraus resultierende
Verdnderung der Produktion von Metaboliten werden als Dysbiose
bezeichnet (Suchodolski 2022). Es ist bekannt, dass eine Dysbiose
sowohl bei akuten als auch bei chronischen Darmerkrankungen
und infolge des Einsatzes von Antibiotika entstehen kann (Pilla
und Suchodolski 2019, Suchodolski 2022). Um das Ausmaf} der
Verschiebung der intestinalen Mikrobiota zu beurteilen, kénnen ver-
schiedene Indizes berechnet werden. Beim sogenannten Dysbiose-
Index (DI) handelt es sich um einen fiir Hunde und Katzen validier-
ten Test, der auf der Quantifizierung von sieben Bakterientaxa und
der Gesamtheit aller vorkommenden Bakterien aus Kotproben mit-
tels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)-Tests basiert (AlShawaqfeh
etal. 2017). Es wurden Referenzintervalle fiir Hunde und Katzen fest-
gelegt, die eine Bewertung der Dysbiose erméglichen (AlShawagfeh
etal. 2017, Pilla et al. 2020, Suchodolski 2022, Sung et al. 2023).
Ein DI von tiber 2 wird als signifikante Dysbiose eingestuft, wihrend
ein DI zwischen 0 und 2 als mittelgradige Verinderung klassifiziert
wird. Ein DI unter 0 spricht fiir eine Normobiose. Jedoch befindet
sich bei manchen Hunden, die einen DI von unter 0 aufweisen, die
Anzahl einzelner Bakterienstimme auf3erhalb des Referenzbereichs,
weshalb diese Veridnderungen im Mikrobiom auch als geringgra-

Fortbildung

dige Dysbiose klassifiziert werden. Zur Verbesserung einer Dysbiose
kommen héufig Produkte wie Pré-, Pro-, Syn- und Postbiotika zum
Einsatz. Neben diesen hat eine FMT die stirkste Wirkung, um das
intestinale Mikrobiom zu beeinflussen (Niina et al. 2019, Chaitman
und Gaschen 2021, Pilla und Suchodolski 2021, Schmitz 2021). Der
unten stehende » Kasten bietet einen kurzen Uberblick iiber die
zuvor erlduterten Begriffsdefinitionen.

Fakale Mikrobiota-Transplantation

Geschichte

Auch wenn FMT erst in den letzten Jahren vermehrten Einsatz
in der Tiermedizin gefunden hat, ist diese Methode nicht neu. Es
finden sich bereits Aufzeichnungen aus dem vierten Jahrhundert
zur fikalen Transplantation bei Menschen in China (Zhang et al.
2018). Zudem gilt die FMT bereits seit Lingerem als beste The-
rapiemdglichkeit bei Menschen mit einer Clostridioides (C.) diffi-
cile-Infektion (Zuo et al. 2018, Borody et al. 2019, Sugita et al.
2019). Die erste dokumentierte Behandlung von C. difficile mit-
tels FMT fand beim Menschen im Jahr 1958 statt (Eiseman et al.
1958). Diese Behandlung wurde von Dr. Ben Eiseman und seinen
Kollegen am Denver Veterans Affairs Hospital durchgefiihrt. Sie
berichteten iiber vier Patienten mit schwerer pseudomembrano-
ser Kolitis, die erfolgreich mit der Ubertragung von Kot gesunder
Spender behandelt wurden (Eiseman et al. 1958). Im Jahr 2013
wurde in der Tiermedizin der erste Fallbericht iiber FMT verof-
fentlicht. Hierbei wurde einem dreijahrigen Hund mit eosinophiler
Inflammatory Bowel Disease (IBD) (> 2 Jahre Krankheitsdauer)
eine einmalige FMT mittels eines rektalen Einlaufs verabreicht.
Dessen Symptome besserten sich innerhalb 24 Stunden und die
Besserung hielt bis zu drei Monate an (Weese et al. 2013). Nach
diesem Fallbericht folgten weitere Einsitze von FMT bei Hunden
und in den letzten fiinf Jahren wurden vermehrt Studien zu »

Begriffsdefinitionen

* Fikale Mikrobiota-Transplantation (FMT):
Ubertragung von Kot eines gesunden Spenders auf
einen (kranken) Empfanger

¢ Intestinale Mikrobiota: Gesamtheit, der im Darm
lebenden Mikroorganismen

¢ Intestinales Mikrobiom: gesamtes Genom
(=Gene, Stoffwechselprodukte und Umweltbedingungen)
der Mikrobiota im Darm

* Metabolom: Gesamtheit der Stoffwechselprodukte, die
von Mikrobiota und Wirt produziert werden

¢ Intestinale Diversitit: Vielfalt an Mikroorganismen im
Darm

» Dysbiose: Abweichung von physiologischer Zusammenset-
zung und Diversitat der intestinalen Mikrobiota und daraus
resultierende funktionelle/metabolische Veranderungen

* Dysbiose-Index (DI): validierter Test, basierend auf quan-
titativen PCR-Tests von sieben Bakterientaxa und Gesamtheit
der Mikrobiota zur Bewertung des Grades einer Dysbiose

Kleintierpraxis 70, Heft 2/2025, Seiten 76-96
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FMT bei Hunden und Katzen verdffentlicht. Ein Fallbericht aus
dem Jahr 2017 berichtet {iber den positiven Einsatz einer FMT bei
einer Abessinier-Katze (Furmanski und Mor 2017). Im Moment
wird FMT bei Katzen und Hunden vor allem in der Behandlung
gastrointestinaler Erkrankungen eingesetzt. Allerdings bekommt
diese Therapieform zunehmend Zuspruch beziiglich des Einsatzes
bei anderen Erkrankungen (wie z. B. caniner atopischer Dermatitis)
(Sugita et al. 2023). In diesem Jahr wurden die ersten klinischen
Leitlinien zu FMT bei Katzen und Hunden von gastrointestinalen
Experten verdffentlicht (Winston et al. 2024).

Wirkungsmechanismen
Ziel der FMT ist es, eine Dysbiose und die damit verbundenen
metabolischen Stérungen zu korrigieren sowie Erkrankungen zu
behandeln, die auf ein verdndertes Mikrobiom zuriickzufiithren sind.
Es liegen bereits einige Studien vor, in denen durch eine FMT die
Verbesserung gastrointestinaler Symptome von Hunden und Kat-
zen erzielt werden konnte. Die genauen Wirkungsmechanismen
einer FMT sind aktuell noch nicht génzlich geklirt, es wird aber
eine Kombination aus mehreren Faktoren vermutet (Kelly et al.
2015, Khoruts und Sadowsky 2016, Chaitman und Gaschen 2021,
Takacov et al. 2022). Das Mikrobiom iibt eine wesentliche Rolle
auf verschiedene wichtige physiologische Funktionen des Wirts
aus, weshalb es als bedeutendes Stoffwechsel- und Immunorgan
betrachtet wird (Suchodolski 2022). Die intestinale Mikrobiota
steht mit dem Wirt in einer wechselseitigen Beziehung. So beein-
flusst der Wirt das Mikrobiom (z. B. durch Nahrungsaufnahme) und
entsprechend andersherum. Die Mikrobiota dient unter anderem
dem Schutz vor Krankheitserregern und trigt zur Entwicklung des
Immunsystems bei (Pilla und Suchodolski 2019). Diese Wirkung
wird sowohl durch direkte Zell-zu-Zell-Interaktionen als auch iiber
Metaboliten vermittelt (Agus et al. 2018). Diese Metaboliten werden
entweder von den Mikroben selbst produziert oder entstehen durch
die Umwandlung von Molekiilen (Zhang und Davies 2016). Stérun-
gen in der Interaktion zwischen Wirt und Mikrobiota kénnen die
Entstehung von Krankheiten begiinstigen oder Symptome verstirken
(Agus et al. 2018). So wird beispielsweise bei Menschen ein redu-
ziertes Vorkommen luminaler kurzkettiger Fettsduren mit Colitis
ulcerosa oder mit einem erhdhten intestinalen Entziindungsgrad
in Verbindung gebracht (Zhang und Davies 2016). Die derzeit am
besten erforschten Metabolite, welche mit dem Mikrobiom assozi-
iert sind und mit dem Wirt interagieren, sind fikale Gallensduren,
Tryptophan-Metabolite sowie kurzkettige Fettsduren.
Gallensduren werden in der Leber synthetisiert und von
Peptacetobacter (P.) hiranonis (frither Clostridium hiranonis) im
Darm in sekundire Gallensduren umgewandelt. Diese iiben viel-
faltige metabolische Feedbackmechanismen auf den Organismus
aus (Blacher et al. 2017, Agus et al. 2018). Sekundire Gallensiuren
wirken antiinflammatorisch und hemmen das Wachstum von Bak-
terien wie Clostridium perfringens (C. perfringens), C. difficile und
Escherichia coli (Duboc et al. 2012, 2013, Shin et al. 2013). Wenn
jedoch vermehrt primére Gallensduren ausgeschieden werden, etwa
durch einen Mangel an P. hiranonis, kann dies zu Durchfall fithren
(Duboc et al. 2012, 2013, Shin et al. 2013, Chaitman und Gaschen
2021). In der Humanmedizin werden priméren Gallensiuren aufler-
dem tumorférdernde Eigenschaften zugeschrieben (Duboc et al.

7

R

2012, 2013, Shin et al. 2013, Chaitman und Gaschen 2021). Durch
eine FMT wird eine Steigerung sowohl der Produktion als auch
des Transfers sekundirer Gallensiuren induziert (Chaitman und
Gaschen 2021).

Tryptophan ist eine essenzielle aromatische Aminosdure, die
von tierischen Zellen nicht selbst produziert wird, weshalb eine
Zufuhr iiber die Nahrung notwendig ist. Es ist jedoch bekannt, dass
manche Bakterien, wie beispielsweise Escherichia (E.) coli, in der
Lage sind, diese Aminosdure herzustellen und in andere Molekiile
(z. B. Indol und Serotonin) umzuwandeln (Agus et al. 2018). Diese
Stoffwechselprodukte iiben einen Einfluss auf den Wirt aus, da sie
eine wichtige Rolle im Rahmen von Entziindungsmechanismen, bei
Immunreaktionen, neurobiologischen Funktionen sowie der Darm-
motilitit spielen (Bansal et al. 2010, Agus et al. 2018, Alexeev et al.
2018). So kénnen neuroaktive Metabolite von Tryptophan (z. B.
Serotonin, Kynurenin) den extrazelluliren Glutamatspiegel senken
bzw. erhohen, was nachweislich bei Angst oder stressbedingten
Stérungen von Bedeutung ist (Agus et al. 2018). Die Studie von
Bansal et al. (2010) zeigt, dass eine erhdhte Indolexposition der
Darmepithelzellen zu einer Stirkung der Schleimhautbarriere und
einer erh6hten Muzinproduktion fiihrt. Des Weiteren reduziert Indol
mehrere proinflammatorische Faktoren (z. B. Interleukin [IL] 8),
erhoht antiinflammatorische Faktoren (z. B. IL-10) und wirkt sich
negativ auf die Anheftung, Chemotaxis und Motilitdt pathogener
E. coli aus (Bansal et al. 2010).

Kurzkettige Fettsiuren (KF) (z. B. Acetat, Butyrat, Propio-
nat) gehoren zu den am hiufigsten vorkommenden mikrobiellen
Metaboliten (Zhang und Davies 2016). Diese entstehen durch die
Fermentierung von Ballaststoffen aus der Nahrung durch anaerobe
Bakterien und haben ebenfalls zahlreiche Stoffwechselfunktionen
(den Besten et al. 2013). So beeinflussen sie beispielsweise den
Lipid-, Glukose- und Cholesterinstoffwechsel (den Besten et al.
2013). Durch eine FMT kann eine Erhdhung der Butyrat-produzie-
renden Bakterienspezies bewirkt werden (Chaitman und Gaschen
2021). KF induzieren die Bildung regulatorischer T-Zellen und
fordern somit die Produktion von IL-10, das seinerseits zu einer
Modulation der mukosalen Immunantwort und einer verringer-
ten Entziindungsreaktion fiihrt (Arpaia et al. 2013, Khoruts und
Sadowsky 2016, Quraishi et al. 2020).

Zusitzlich kann eine FMT die Besiedelung von pathogenen
Keimen (z. B. C. difficile) erschweren. So wird beispielsweise deren
Wachstum durch eine vermehrte Umwandlung von priméren in
sekundire Gallensduren und erhdhte Produktion von Bakteriozinen
erschwert (Kelly et al. 2015, Khoruts und Sadowsky 2016, Zuo et al.
2018). Bei Bakteriozinen handelt es sich um Peptide oder bakteri-
elle Proteine, die von Bakterienstimmen produziert werden, das
Wachstum anderer Bakterien beeinflussen und meistens inhibieren
(Zheng et al. 2015)

Als weiterer Effekt kann die transplantierte Mikrobiota die
Integritdt der Darmbarriere verbessern, denn kommensale Mik-
roorganismen steigern die Rekrutierung von Neutrophilen, indem
sie die IL-1-Produktion {iber eine positive Riickkopplungsschleife
steigern. IL-1 reguliert die Sekretion von IL-22. Dieses Interleukin
spielt eine zentrale Rolle bei der Aufrechterhaltung der intestinalen
Barriere, bei epithelialer Proliferation, Wundheilung sowie der Pro-
duktion von antimikrobiellen Peptiden und Muzinen. Die erhGhte
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Sekretion von Muzin erhéht die Integritdt der Darmbarriere, da
die Schleimschicht, die die Darmepithelzellen vom Darmlumen
trennt, aufgebaut wird (Bansal et al. 2010, Khoruts und Sadowsky
2016). Die zuvor beschriebenen Wirkungsweisen der FMT sind im
nebenstehenden P Kasten als Ubersicht dargestellt.

Trotz der zahlreichen positiven Effekte einer FMT fiihrt diese
nicht bei jedem Patienten mit akuten oder chronischen gastroin-
testinalen Symptomen zur Besserung der klinischen Anzeichen. Es
ist wichtig, sorgfiltig abzuwigen, ob die FMT eine angemessene
Therapieoption fiir den jeweiligen Patienten darstellt.

Einsatzgebiete

In der Humanmedizin wird FMT bei verschiedenen Erkrankungen
eingesetzt. Sie gilt beispielsweise als bevorzugte Therapie bei C. dif-
ficile-Infektionen (Kelly et al. 2015, Kao et al. 2017, Borody et al.
2019). Zudem wird sie mit Erfolg bei Menschen mit extragastroin-
testinalen Erkrankungen wie beispielsweise hepatischer Enzepha-
lopathie, Psoriasis, metabolischem Syndrom und bei bestimmten
Tumorerkrankungen eingesetzt (Turnbaugh et al. 2006, Codling
et al. 2010, Machiels et al. 2014, Zou et al. 2018, D‘Haens und Jobin
2019, Miyake und Yamamura 2019). Bei Menschen mit metaboli-
schem Syndrom konnte nach der FMT eine hohere Insulinsensi-

Fortbildung

tivitit festgestellt werden (Zhang et al. 2019) und bei Patienten
mit Autismus-Spektrum-Stérungen verbesserte die FMT sowohl
die gastrointestinalen (Bauchschmerzen, Konstipation, Durchfall,
Blidhungsgefiihl) als auch bestimmte Verhaltensmuster wiez.B.  »

Wirkungsweisen FMT

* Kombination aus mehreren Effekten
(direkte Zell-zu Zell-Interaktion, als auch Metaboliten)

e Erhdhte Produktion von Tryptophan und dessen Meta-
boliten durch E. coli- positive Wirkung auf Entziindungs-
mechanismen, Immunreaktionen, neurobiologische Funkti-
onen, Darmmotilitdt und Starkung der Schleimhautbarriere

e Erhéhte Produktion kurzkettiger Fettsduren - positive
Wirkung auf Lipid-, Glukose- und Cholesterinstoffwechsel

¢ Verringerung der Ansiedelung pathogener Bakterien
durch erhdhte Produktion von Bakteriozinen, sekundaren
Gallensduren

e Erhohung der Integritidt der Darmbarriere durch
gesteigerte Sekretion von Muzin
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Tab. 1a: In der Literatur und in Kongressberichten berichtete Fille von fikaler Mikrobiota-Transplantation bei Hunden -
akute Krankheitsbilder

Jahr, Indikation Format |Patientenzahl & |Verabrei- |Klinischer Effekt Effekt auf das Kommentare
Autor FMT-Hdufigkeit |chungs- Mikrobiom
methode
Infektionen mit
. perfri
0140 |G RETss ) .| 6/8 Hunde hatten
welche auf Me- Sofortiges Verschwin- ;
(Murphy - ; Acht Hunde; . nach der FMT eine
tronidazol oder | Fallserie Einlauf den des Durchfalls nach X -
etal. f 1-3 FMTs 4 negative Kot-PCR fiir
Amoxicillin-Cla- FMT bei allen Hunden 5 q
2014) o ; C. perfringens-Toxin
vulansdure nicht
ansprachen
10 ml Kotsuspen-
i 100 g Kot
2016 Welpen im Rando- Elf Welpen; 1 x tgl. Starke Variabilitat ZI::JU ¢ te?'ti:rs
(Burton | Absetzalter, misierte FMT Uber funf Tage, Kein Unterschied in der | des Mikrobioms, kei- : T
Ty i .= |Oral i gemischt mit
etal. Durchfall nach klinische | verglichen mit zwolf Kotkonsistenz ne Anpassung an das .
. . . . i 200 ml Kuhmilch
2016) der EntwShnung | Studie Hunden mit Placebo Spendermikrobiom ft ;
mit 2% Fettanteil
nach Filtration)
33 Welpen mit Kein Unterschied O
Standardtherapie hinsichtlich Mortili- Wegl Py 1’: o
2018 Nicht ran- | und 33 Welpen mit titsrate, schnellere . AHE g
: : A e o diinnung mit NaCl;
(Pereira | Parvovirus- domisierte | zusdtzlicher FMT; in- | _. Verbesserung des : oy -
5 gy Einlauf g Nicht untersucht mégliche Limita-
etal. Infektion klinische | nerhalb 6-12 h nach Durchfalls und kiirzere o
s S tion: FMT-Gruppe
2018) Studie Vorstellung erste Klinikaufenthaltsdauer A N T
FMT +im Abstand in FMT-Gruppe bei
¥ . Kontrollgruppe
von 48 h zweite FMT iiberlebenden Welpen
. . Diversitdts-Index
2019 Rando- el I:lunde n‘1|t F.:MT’ Kein Unterschied hin- | in der FMT-Gruppe
ios verglichen mit vier R o + ;
(Burchell misierte : sichtlich der klinischen | verbesserte sich bei
AHDS L. Hunden, welchen Einlauf . X
etal. klinische NaCl verabreicht Entwicklung zwischen | Entlassung, aber
2019) Studie worde den beiden Gruppen nicht mehr 30 Tage
spater
Sechs Hunde erhiel- Kein Unterschied in der | Normalisierung der
Rand ten 1 FMT mittels Kotkonsistenz zwischen | quantitativen PCR
2019 16 gesunde maisie:te Einlauf, sechs Hunde Einlauf und den Kontrollhunden flir P. hiranonis und
(Dwyer | Hunde, welche e erhielten orale FMTs o und Hunden, welche Faecalibakterien
EL 2019) | Tylosin erhielten : {iber 14 Tage und FMT erhielten - un- dauerte in Kontroll-
Studie : 5 AT % A
vier Hunde erhielten abhingig, in welcher gruppe langer als bei
Placebo-Kapseln Verabreichungsform Hunden mit FMT
Dysbiose-Index bes-
Elf Hunde erhielten Besserer Kot-Score ser in FMT-Gruppe
1 FMT; sieben Hunde an Tag7 und Tag28in |als in Metronidazol-
2020 P Nicht ran- | erhielten Metro- beiden Behandlungs- Gruppe an Tag 7 und
) Unkomplizierter, g $ § i
(Chait- domisierte | nidazol 15 mg/kg ) gruppen; besserer Tag 28; Mikrobiom
akuter Durchfall e = Einlauf 8
man et (< 14 Tage Dauer) klinische | alle zw&lf Stunden Kot-Score in FMT-Grup- | der FMT-Gruppe
al. 2020) g Studie fiir sieben Tage; pe, verglichen mit glich dem der gesun-
vierzehn gesunde Metronidazol-Gruppe |den Hunde an Tag28,
Kontrollhunde an Tag28 Metronidazol-Grup-
pe nicht
Der Stuhl wurde
Kein signifikanter Un- ke Bau‘mtemper'a )
Rando- S tur in einem steri-
2021 e terschied im AHDS-In- . A I
misierte Kolono- p Erhdhte Diversitat len Mixer in einem
(Galet |AHDS e Acht Hunde o dexzwischen Hunden |. . ] i
klinische skopie ; im Mikrobiom Verhiltnis von
al. 2021) 2 mit FMT und Hunden ; s
Studie G . 1 Teil Stuhl/4 Tei-
mit Placebo-Therapie i
len Kochsalzlésung
homogenisiert
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Jahr, Indikation Format |Patientenzahl & |Verabrei- |Klinischer Effekt Effekt auf das Kommentare
Autor FMT-Haufigkeit |chungs- Mikrobiom
methode
18 Hunde - neun
Hunde einmalige FMT
+ Placebo-Kapseln
{iber 14 Tage, vergli-
2?: 3an ::i:i:(r)te cnenminedn Bur: Kein Unterschied im 10mikg GOR Kot
(ug AHDS e den, welche taglich | Einlauf e Nicht untersucht mit 250 ml NaCl +
etal. klinische o klinischen Schweregrad
g Probiotikum-Kapseln Glycerol [10%])
2023) Studie =
iiber 14 Tage und
einen einmaligen
Placebo-Einlauf
erhielten
Kein signifikanter
Kein signifikanter Un- | Unterschied in den
ot Al e 14
2024 Rando- 12 Symptomatische 5y e S et i 10g Kot + 6 ml
o . . Gruppen, mit Ausnah- | se-Index war in der
(Reisin- misierte | Therapie (ST), 12 s e NaCl + 2,5 ml Gly-
AHDS L. Einlauf me von Tag2 Antibiotikum-Grup-
geretal. klinische |ST +FMT,8STx+ . cerol; 6 g Rohkot/
2024) Studie | FMT + Antibiotikum s noen e ek pihvpe il (-
(AT Antibiotikum-Gruppe, | hoht und 4/8 Hunde
verglichen mit in der AT-Gruppe
FMT-Gruppe) zeigten reduzierte P.
hiranonis am Tag 42

Reizbarkeit, Hyperaktivitit, Lethargie, Stereotypie und abweichende
Sprache (Vendrik et al. 2020). Auch in der Tiermedizin hat das
Interesse an FMT in den letzten Jahren deutlich zugenommen.
Trotzdem wurde dieses Gebiet bisher noch wenig erforscht und
es stehen nur eine begrenzte Anzahl von Studien zur Verfligung.
Die I Tabellen 1a—c bieten einen Uberblick iiber die vorhandenen
Studien zur FMT in der Tiermedizin und unterscheiden dabei zwi-
schen akuten und chronischen gastrointestinalen Erkrankungen
sowie extragastrointestinalen Anwendungsgebieten.

Einsatz von FMT bei akuten Krankheitsbildern

Die Studie von Pereira et al. (2018) untersuchte den Einsatz von
FMT bei Welpen mit caniner Parvovirose: 66 erkrankte Welpen
wurden in die Studie aufgenommen, 33 davon erhielten eine Stan-
dardtherapie, bestehend aus intravendser Infusionstherapie, Antie-
mesis, Ranitidin und intravendser Antibiotikatherapie. Die ande-
ren 33 erhielten zusitzlich zur Standardtherapie eine FMT. Diese
wurde sechs bis zwolf Stunden nach Beginn der Standardtherapie
und dann erneut im Abstand von 48 Stunden durchgefiihrt. Die
iiberlebenden Welpen in der FMT-Gruppe zeigten eine signifikant
schnellere Verbesserung der Kotkonsistenz und zudem konnte die
Hospitalisierungszeit von durchschnittlich sechs auf drei Tage
verkiirzt werden. Die Studie ergab keinen signifikanten Unter-
schied hinsichtlich der Uberlebensrate zwischen den verschiede-
nen Behandlungsgruppen mit Ausnahme der Welpen, bei denen
der Durchfall innerhalb 48 Stunden nachlief3. Bei diesen weist die
FMT-Gruppe eine signifikant hhere Uberlebensrate auf (61,5 %
Uberlebensrate bei FMT und Standardtherapie, 4,5 % Uberlebens-
rate bei Standardtherapie allein). Eine Limitation der Studie ist
allerdings, dass die Welpen, die eine FMT erhalten haben, deutlich
ilter waren (vier Monate) als die Vergleichsgruppe (drei Monate)
(Pereira et al. 2018).

Eine andere Studie untersuchte den Einsatz einer FMT bei
Hunden mit akutem himorrhagischem Durchfallsyndrom (AHDS)
(Reisinger et al. 2024). Dieses Krankheitsbild weist sowohl beziiglich
der klinischen Anzeichen als auch der histologischen Befunde deut-
liche Ahnlichkeiten zur Parvovirose auf (Unterer et al. 2014, Pereira
etal. 2018, Sindern et al. 2019). In dieser Untersuchung wurden die
klinische Verbesserung mithilfe des AHDS-Indexes und die Verdn-
derungen im Mikrobiom anhand des DI evaluiert. Es wurden drei
Vergleichsgruppen gebildet: 1. Hunde, die nur eine symptomatische
Therapie erhielten, 2. Hunde, die zusitzlich eine FMT bekamen,
und 3. Hunde, die zusitzlich Antibiotika (AT-Gruppe) erhielten.
Die FMT wurde zweimal im Abstand von 48 Stunden durchgefiihrt.
Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen
hinsichtlich der klinischen Verbesserung, mit Ausnahme am Tag 2,
an dem die AT-Gruppe einen héheren AHDS-Index im Vergleich
zur FMT-Gruppe aufwies. Der DI war bei einigen Hunden am Tag 1
erhoht und die Haufigkeit von P. hiranonis war verringert. Diese
Verinderungen waren jedoch in der symptomatischen Therapie- und
der FMT-Gruppe nur voriibergehend. In der AT-Gruppe blieb der DI
dauerhaft erh6ht und bei vier von acht Hunden war die Haufigkeit
von P. hiranonis auch am Tag 42 noch verringert (Reisinger et al.
2024). Schlussfolgernd fiihrte bei Hunden mit AHDS weder die
FMT noch die Antibiotikabehandlung zu einer schnelleren klini-
schen Verbesserung.

Eine weitere Studie vergleicht bei Hunden mit akuter,
nicht-infektioser Gastroenteritis zwei Therapiemdglichkeiten
(Chaitman et al. 2020). Die Hunde bekamen entweder eine
einmalige FMT mittels rektalen Einlaufs oder sieben Tage lang
Metronidazol verabreicht. Am Tag 7 besserte sich die Kotkonsis-
tenz bei beiden Gruppen, unterschied sich aber nicht signifikant.
Am Tag 28 lag bei der FMT-Gruppe eine deutlich bessere Konsis-
tenz vor. Zudem normalisierte sich der DI bei der FMT-Gruppe »
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Tab. 1b: In der Literatur und in Kongressberichten berichtete Fille von fikaler Mikrobiota-Transplantation bei Hunden -
chronische Krankheitsbilder

Jahr, Indikation Format |Patientenzahl & |Verabrei- |Klinischer Effekt Effekt auf das Kommentare
Autor FMT-Hdufigkeit |chungs- Mikrobiom
methode
Eosinophile Kotkonsistenz bes-
10ml/kg KG;
IBD, Dauer serte sich innerhalb Erhéhte Diversitit, L
2013 o : " : unbekannte
von 2 Jahren, P 24 Stunden, klinisch Mikrobiom glich dem 5
(Weese - . Drei Jahre alter . - § ; ; Konzentration der
unzureichend Fallbericht : 2 Einlauf normal fiir drei Monate | Spendermikrobiom 3
etal. . 5 Hund; einmalige FMT ; A Kotsuspension;
kontrollierbar mit mit Ausnahme einer 24 Stunden nach .
2013) : T : 45Minuten
konventioneller Antibiotika-responsiven | FMT R
; Verweildauer
Behandlung Durchfallepisode
Verschiedene
chronische Mittels Klinische Verbesserung
e gastrointestinale p Drei Hunde; einmali- | Endoskopie | fiir 1-2 Monate, Rezidiv 4 KNince Verb'es- 10ml/kg KG, 1,45¢g
(Gerbec . | Fallserie ] R . serung des Dysbio-
Probleme, assozi- ge FMT (Duoden- | in zwei Hunden, ein Rohkot/10 kg KG
2016) . . . se-Indexes
iert mit Durchfall um) Hund stabil
und Erbrechen
Acht Hunde jlinger
Chronischer g ach.t Mor.\ate e Dysbiose-Index hat
therapieresistenter §
Durchfall, - - sich 7 Tage nach
A Giardieninfektion e
therapieresis- A FMT normalisiert;
2017 AP und acht Hunde mit -
e tent hinsichtlich RS S erhéhtes Vorkom-
c Didtwechsel oder | Fallserie kel €0 | Einlauf Nicht untersucht men von P. hiranonis, | 5 g Kot/kg KG
man et e pathie, welche nicht 7 !
Antibiotikum; 5 Faecalibakterien und
al. 2017) S auf eine Didtumstel-
therapieresisten- ; verbesserte Konzen-
AV T lung auf eine neu- e q
te Giardieninfek- 2 " tration fakaler pri-
: artige Proteinquelle - =
tion e mirer Gallensduren
oder Antibiotikum
ansprach
Neun
Hunde CCECAI (canine chronic
elnmallge. ent.erop?thy clinical Hunde <20kg
endoskopi- | activity index) ver- 3
" . erhielten
sche FMT, | besserte sich bei den
. . 60-80 g Kot;
. . Sechzehn erwachse- | fiinf davon | meisten Hunden nach
2017 IBD, therapie- Nicht ran- ) o Hunde > 20 kg:
. P ne Hunde; schwer- | erhielten der FMT, unabhingig
(Bottero | resistent auf domisierte | . . g 100-150g;
. ! wiegende IBD <1 danach der Verabreichungsme- | Nicht untersucht .
etal. konventionelle klinische . 1:1-Verdiinnung
2017) Therapie Studie Jahr Dauer; FMT im | orale FMT, |thode; Hunde bekamen mit NaCl, gefiltert
Abstand von 48-72h | verglichen |zusétzlich unterschied- i
el . . und gemixt mit
mit sieben | liche Therapie, deshalb i
fettreduziertem
Hunden, erschwerte heterogene Yoshurt
welche nur | klinische Erscheinungs- g
orale FMT | bilder
erhielten
Erhdhtes Vorkom-
IBD, therapie- Verbesserter CIBDAI men von Fusobakte-
2019 resistent auf Zehn Jahre alter (canine IBD activity rien, Firmicutes und | 3 g Kot/kg KG;
i Antibiotikum und : Toypudel; neun FMTs | _. index) und bessere Bacteroides; ernied- | 1Volumen Kot mit
(Niina et Fallbericht |, Einlauf 3 X 3
al. 2019) Immunsuppres- innerhalb sechs Kot-Scores innerhalb rigtes Vorkommen 3Volumen RiLac
: siva liber langere Monaten der Behandlungsinter- |in Proteobakterien; | gemischt
Zeit valle Mikrobiom dhnelte
dem des Spenders
Intermittierender
2019 Dickdarmdurch- Normalisierung der ' i 2,5-3 g Kot/kg KG.;
(Sugita fall, 4 Monate Acht Monate alte Kotkonsistenz und der Kein Zuriickkommen | 30 ml Kotsuspensi-
8 Dauer, Kot positiv | Fallbericht | franzésische Bull- Oral von C. difficile iber | on (60gKot in
etal. " s Kotabsatzfrequenz §
2019) fiir C. difficile dogge innerhalb 2-3 Tagen 190 Tage 50 ml Leitungs-
(PCR, Toxin A & wasser)
und B)
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Jahr,
Autor

2021
(Dinizet
al. 2021)

2021
(Berlan-

daetal.
2021)

2021
(Niina et
al. 2021)

2021
(Sugita
etal.
2021)

2022
(Cerque-
tella et
al. 2022)

2022
(Collier
etal.
2022)

2023
(Vecch-
iato C.
2023)

2023
(Tores-
son et al.
2023)

2023
(Alves et
al. 2023)

2024
(Rojas et
al. 2024)

Indikation

Chronischer Dick-
darmdurchfall,
>2 Monate;

Kot positiv fiir

C. difficile
Chronische
Enteropathie mit
hauptséchlich
Dickdarmsymp-
tomen, > 3 Jahre
Dauer

IBD

Chronische, the-
rapieresistente
Enteropathie

Rezidivierende
Enteropathie

IBD

Hunde mit
chronischer Ente-
ropathie, 14 Tage
therapieresistent
auf Didgtumstel-
lung

Hunde mit
chronischer
Enteropathie
unterschiedliche
Therapie

Chronischer Dick-
darmdurchfall in
Arbeitshunden

Hunde mit
chronischen
gastrointestina-
len Symptomen
(Durchfall, Erbre-
chen, Konstipa-
tion)

Format

Fallbericht

Fallbericht

Nicht ran-
domisierte
klinische
Studie

Fallbericht

Fallbericht

Rando-
misierte
klinische
Studie

Fallstudie

Retrospek-
tive Studie

Klinische
Studie

Fallbericht

Patientenzahl &
FMT-Haufigkeit

Vier Jahre alter
Golden Retriever

Neun Jahr alter
Mischlingshund, zwei
FMTs im Abstand von
acht Monaten

Neun Hunde; ein
FMT

7,5 Jahre alter,
maénnlicher Shiba
Inu; ein FMT

Sechs Jahre alter,
ménnlicher Labrador
Retriever

Dreizehn Hunde
(sieben Hunde mit
FMT, sechs Hunde
Placebo); einmalige
FMT

Zwanzig Hunde;
1-2 FMTs

Einundvierzig Hunde;
1-5 (median: 3)
FMTs

Dreif3ig Hunde
(15Hunde Flohsa-
menschalen mit

16 g/Tag fiir 30 Tage,
15 Hunde FMT);
einmalige FMT

Vierundfiinfzig
Hunde

Verabrei-
chungs-
methode

Kolono-
skopie

Oral

Einlauf

Kolono-

skopie

Oral

Einlauf

Einlauf

Einlauf

Oral

Oral

Klinischer Effekt

Kein Durchfall mehr
bis sechs Monate nach
FMT

Symptomfreiheit bis
zu sechs Monate nach
zweiter FMT; CCECAI
besserte sich von 6
auf 0

CIBDAI signifikant ver-
bessert in allen Hunden
innerhalb drei Tagen

Verbesserter CCECAI

Verbesserter CIBDAI,
verminderte Bldhungen
und Schmerzen beim
Kotabsatz, Riickfille
deutlich milder als vor
FMT; 18 Monate weiter
verfolgt

CCECAI signifikant
verringert in beiden
Gruppen, aber kein Un-
terschied zwischen den
Behandlungsgruppen

Gewichtszunahme,
CIBDAI von 5 auf 1 ge-
sunken und Kot-Score
von 4 auf 2 gesunken

CIBDAI von 6 auf 2
nach der letzten FMT
gesunken, 31/41 Hun-
den verbesserte sich
die Kotqualitit;

24/41 Hunden zeigten
ein gesteigertes Aktivi-
tdtsniveau

CIBDAI verbesserte
sich in beiden Gruppen,
kein Unterschied
zwischen den Behand-
lungsgruppen

Nicht untersucht

12
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Effekt auf das
Mikrobiom

C. difficile nicht mehr
nachweisbar

Zusammensetzung
des Mikrobioms dh-
nelte den gesunden
Hunden

Diversitdt besserte
sich, Fusobakterien
waren signifikant
héher

Mikrobiom dhnelte
dem Spender

Nicht untersucht

Kein Unterschied in
der Alpha-Diversitdt

Medianer Dysbio-
se-Index von -0,1 auf
-2,1 gesunken

Bei Hunden, welche
gut auf die FMT
ansprachen, war der
Dysbiose-Index zu
Beginn signifikant
niedriger

Nicht untersucht

Kurzkettige
Fettsduren sowie
Butyricicoccus,
Faecalibakterien,
Fusobaktieren, Me-
gamonas, Sutterella
erhdht nach FMT

Kommentare

65g Kot in 250 ml
Phosphat gepuf-
ferte Kochsalz-
|16sung

1 Kapsel/Tag fiir
30 Tage (Animal-
Biome Inc.)

10ml/kg
Kotsuspension

FMT in Kombina-
tion mit Chloram-
bucil

5 Kapseln/10 kg
KG iiber fiinf
Tage; jede Kapsel
enthielt 650 pl der
Kotsuspension +
Glycerol; FMT in
Kombination mit
Prednisolon

FMT in Kombina-
tion mit hypoal-
lergener Didt und
Prednisolon

5-7 g Kot/kg KG

60g Kot +
250 ml NaCl
(60 ml/Hund)

2 Kapseln/Tag fiir
25Tage

Kleintierpraxis 70, Heft 2/2025, Seiten 76-96

83



I1. Publikation 1: Ubersichtsartikel

Fortbildung

13

¢y

Tab. 1c: Inder Literatur und in Kongressberichten berichtete Fille von fikaler Mikrobiota-Transplantation bei Hunden -
andere Einsatzgebiete

Jahr, Indikation Format |Patientenzahl& |Verabrei-
Autor FMT-Hiufigkeit |chungs-
methode
2023 Zwolf Hunde mit caD
(Sugita | Canine atopische |Pilotpro- |verglichen mit 20
& ; Oral
etal. Dermatitis (caD) | jekt gesunden Hunden;
2023) einmalige FMT
20 Hunde - fiinf
Kontrollhunde, fiinf
KurTml.ng Rando- Hur?de mit nledr.llg
2023 Polizeihunde - ficacte dosierter FMT, fiinf
(Linet | Auswirkungauf Kivischa Hunde mit mittlerer | Oral
al. 2024) | Polizeiarbeit und Studie FMT-Dosierung, fiinf
Transportstress Hunde mit hoher
FMT-Dosierung; 14
Tage
Katzen mit
chronischen
202.3 gastrointestina- ) 46 Katzen; 1-2 Kap-
(Rojas et |len Symptomen | Fallserie % Oral
seln fiir 25 Tage
al. 2023) | (Verstopfung,
Durchfall,
Erbrechen)
Sicherheit und
Auswirkungen .
2024 |derFMTaufdie |Nort'an
s domisierte | Zehn gesunde Hun- i
(Leeet |periphere Im- - . : Einlauf
. |klinische | de; einmalige FMT
al. 2024) | munantwort bei ;
o Studie
klinisch gesunden
Hunden

Klinischer Effekt

Verbesserung in Canine
Atopic Dermatitis Ex-
tent and Severity Index
(CADESI) und Pruritus
Visual Analog Scale
(PVAS)

Gesteigerte Wachs-
tumsleistung, Verbes-
serung der polizeilichen
Leistung, geringere
Serumstressindikato-
ren nach Strafentrans-
porten bei Hunden

mit FMT; geringere
Durchfallrate (grofite
Wirkung bei niedriger
Dosis)

Keine Veranderungen
in Blutbild, Serumbio-
chemie, C-reaktivem
Protein, Zytokinen,
TNF-a, Leukozyten;
leichtes Erbrechen
(n=3), Durchfall
(n=4), verminderte
Aktivitdt (n=2),
Inappetenz (n=1)

Effekt auf das
Mikrobiom

Fusobakterien und
Actinobakterien
stiegen nach FMT
bei Hunden mit caD
an. Alpha-Diversitdt
stieg signifikant 28
Tage nach FMT

Erhghte bakterielle
Vielfalt und veran-
derte bakterielle
Zusammensetzung
(hohere Abundanzen
potenziell niitzlicher
Bakterientaxa) nach
FMT

Das fikale Mikro-
biom reagierte sehr
individuell auf die
FMT (abhéngig von
klinischen Sympto-
men, Trockenfutter,
vorheriger Antibioti-
kaeinnahme); nach
der FMT wurden Ver-
dnderungen in den
relativen Haufigkei-
ten von Clostridien,
Collinsella, Megamo-
nas, Desulfovibrio
und Escherichia
beobachtet

Keine Verdnderung
im Dysbiose-Index

Kommentare

4 g Kot/kg KG;
Kot mit Leitungs-
wasser gemischt;
mittels Spritze
oral verabreicht

Kapseln mit
lyophilisiertem
Kot + Glycerol

5 g Kot/kg KG;
Kot + Glycerol;
gelagert bei
-80°C bis zu
sechs Monate

bereits am Tag 7 und am 28. Tag glich das fidkale Mikrobiom nahezu

Einsatz von FMT bei chronischen Krankheitsbildern

dem von gesunden Hunden. Aufierdem konnten eine deutlich
groflere bakterielle Vielfalt und insbesondere ein erhohter Gehalt
an wiinschenswerten Bakterien wie beispielsweise P. hiranonis und
Faecalibakterien bei der FMT-Gruppe festgestellt werden. Im
Gegensatz dazu lag bei der Metronidazol-Gruppe sowohl am
Tag 7 als auch am Tag 28 eine Dysbiose vor (Chaitman et al.
2020) (» Tab. 1a).

Chronische Magen-Darm-Erkrankungen umfassen eine Vielzahl von
Krankheiten, die haufig mit Verdnderungen im Mikrobiom einher-
gehen (Ziese und Suchodolski 2021, Suchodolski 2022). Besonders
intensiv erforscht wird dabei die entziindliche Darmerkrankung
(Inflammatory Bowel Disease, IBD). Bei IBD zeigt sich beispiels-
weise eine Zunahme von Proteobakterien (wie E. coli) und Actino-
bakterien, wihrend Fusobakterien, Bacteroidaceae, Prevotellaceae
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und Clostridiales abnehmen (Ziese und Suchodolski 2021). Dariiber
hinaus weisen Hunde mit IBD eine deutlich reduzierte Vielfalt und
Reichhaltigkeit der fikalen Mikrobiota auf (Ziese und Suchodolski
2021). Fiir die Behandlung von IBD werden hiufig Mikrobiom-mo-
dulierende Therapien wie Probiotika und FMT eingesetzt. Eine Stu-
die zeigt, dass die Verabreichung eines probiotischen Priparats mit
mehreren Stdimmen iiber einen Zeitraum von acht Wochen zu einer
klinischen Remission und einer Reduktion der histopathologischen
Entziindung bei Hunden mit IBD fithrte (Rossi et al. 2014). Im weite-
ren Verlauf wird der Einsatz von FMT bei chronischen Erkrankungen
niher betrachtet, mit besonderem Fokus auf deren Effekte auf die
klinische Verbesserung und die Auswirkungen auf das Mikrobiom.

Die Studie von Niina et al. (2021) untersuchte den Einsatz von
FMT bei Hunden mit chronischer Enteropathie. Insgesamt wurden
neun Hunde mit lymphoplasmazelluldrer Enteritis in die Studie
aufgenommen. Vor der Durchfithrung der FMT wurde die vorherige
Therapie bei allen Hunden tiber einen Zeitraum von einer Woche
abgesetzt. Bei allen Hunden verbesserten sich zwei Wochen nach der
FMT die klinischen Anzeichen signifikant. Bei drei der neun Hunde
wurde das Mikrobiom analysiert und es ergab sich nach erfolgter
FMT ein signifikanter Anstieg von wiinschenswerten Fusobakterien
(Niina et al. 2021).

14
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Eine weitere Studie untersuchte bei 16 Hunden mit chroni-
schem Durchfall die Verdnderungen im Mikrobiom nach einer
FMT (Chaitman et al. 2017). Von den 16 Hunden hatten acht eine
therapieresistente Giardieninfektion und die anderen acht wiesen
eine chronische Enteropathie auf, bei der weder durch eine Didt-
umstellung auf eine neuartige Proteinquelle noch durch die Gabe von
Antibiotika eine Besserung erzielt werden konnte. Nach einmaliger
rektaler FMT normalisierte sich bei allen 16 Hunden eine Woche
spiter der DI. Zudem stieg die Anzahl von Faecalibakterien und
P. hiranonis an (Chaitman et al. 2017).

Bei einer weiteren Fallserie wurden bei 16 Hunden mit behand-
lungsresistenter chronischer Enteropathie die Auswirkungen einer
FMT auf die klinischen Symptome evaluiert (Bottero und Ruggiero
2017). Die Transplantation erfolgte in einer Gruppe (n=9) via Endo-
skopie ins Duodenum, gefolgt von einer einmaligen oralen FMT oder
in einer anderen Gruppe (n = 7) mit mehrmaliger ausschliefilich oraler
FMT (fiir einen Monat alle 48 Stunden, anschlielend alle 72 Stunden
fiir zwei weitere Monate) . Die Klinische Verbesserung wurde mit dem
Canine IBD Activity Index (CIBDAI) beurteilt und zeigte sowohl
nach einem als auch nach drei Monaten der ersten FMT unabhingig
von der Gruppe bei den meisten Hunden eine positive Entwicklung.
Limitationen sind jedoch, dass die Studiengruppen sehr unter- »
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schiedliche klinische Symptome zeigten und wihrend der Studie
unterschiedliche Therapien erhielten (Bottero und Ruggiero 2017).

Die Studie von Toresson et al. (2023) analysierte den Ein-
satz einer FMT bei 41 Hunden mit chronischer Enteropathie.
Jeder Hund erhielt zusdtzlich zur bestehenden Diét und Thera-
pie zwischen ein und fiinf FMTs iiber einen rektalen Einlauf. Bei
31 von 41 Hunden zeigte sich ein Ansprechen auf die FMT. Dies
duferte sich in einer verbesserten Kotkonsistenz und einer erhéh-
ten Aktivitdt. Hunde, bei denen die FMT keine Verbesserung der
klinischen Symptome bewirkte, wiesen im Vergleich zu Hunden,
die positiv auf die Therapie ansprachen, einen signifikant héheren
DI auf (Toresson et al. 2023) (» Tab. 1b).

Einsatz von FMT bei Katzen

Die Studienlage zu FMT bei Katzen ist noch unzureichend. Eine
Studie von Rojas et al. (2023) untersucht den Einsatz von FMT
bei 46 Hauskatzen mit chronischen Verdauungsproblemen. Dabei
wurden Katzen mit chronischem Durchfall, Erbrechen und Kon-
stipation in die Studie aufgenommen. Diese Katzen erhielten {iber
einen durchschnittlichen Zeitraum von 25 Tagen eine orale Therapie
mit ein bis zwei Kapseln lyophilisierten Kots. Der Kot wurde vor der
Behandlung und zwei Wochen nach dem Ende der FMT-Therapie
untersucht und mit dem einer gesunden Kontrollgruppe sowie dem
der Kotspender mittels 16S rRNA verglichen. Bei allen Katzen wurden
Verdnderungen in der Zusammensetzung des fikalen Mikrobioms
beobachtet. Die Reaktionen des fikalen Mikrobioms korrelierten mit
den klinischen Symptomen. Nach der FMT wurden Verdnderungen in
den relativen Haufigkeiten von Clostridien, Collinsella, Megamonas,
Desulfovibrio und Escherichia beobachtet.

Furmanski und Mor (2017) beschrieben eine FMT als thera-
peutische Mafinahme bei einer Abessinier-Katze mit Kolitis. Diese
zeigte eine schnelle Besserung der Kotbeschaffenheit und blieb bis
elf Monate nach einer zweiten FMT symptomfrei (Furmanski und
Mor 2017).

Die erwihnte Studie und der Fallbericht deuten darauf hin, dass
FMT eine vielversprechende Therapieoption auch fiir Katzen mit
verschiedenen Verdauungsproblemen sein kénnte. Dennoch sind
weitere Studien notwendig, um die optimalen Anwendungsbedin-
gungen und Langzeiteffekte besser zu verstehen.

Einsatz von FMT bei Erkrankungen aufderhalb

des Magen-Darm-Traktes

Die Anzahl der Studien zu FMT bei Hunden und Katzen mit Krank-
heiten, die nicht im Gastrointestinaltrakt lokalisiert sind, ist sehr
gering. In einer Studie wurden zwolf Hunde mit caniner atopischer
Dermatitis (cAD) evaluiert, die zu Beginn der Studie eine redu-
zierte Diversitit im Mikrobiom im Vergleich zu gesunden Hunden
aufwiesen (Sugita et al. 2023). Durch die einmalige Gabe einer
oralen FMT verbesserten sich der ,,Canine Atopic Dermatitis Extent
and Severity Index“ und ,,Pruritus Visual Analog“ zwischen den
Tagen 0 und 56 signifikant. Dariiber erhohte sich die Diversitit des
fikalen Mikrobioms der Empfiinger (Sugita et al. 2023) (» Tab. 1c).

Unerwiinschte Wirkungen von FMT
In einer Metaanalyse aus dem Jahr 2021 wurden Daten in der
Humanmedizin von 756 FMTs bei 388 Patienten mit Clostridioi-
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des difficile-Infektionen ausgewertet. Die gepoolte Gesamtrate der
unerwiinschten Wirkungen lag bei 39,3 %, wobei die meisten davon
sehr mild und selbstlimitierend waren (Winston et al. 2024). Es
handelte sich um Symptome wie Blihungen, Ubelkeit, Verstop-
fung, Kopfschmerzen, Schwindel oder Fieber (Michailidis et al.
2021). Hochgradige Folgeerscheinungen zeigten sich bei 5,3 % der
Patienten. Die davon am héufigsten gemeldete war eine Infektion
mit C. difficile (Michailidis et al. 2021). Geringgradige unerwiinschte
Symptome wie Fieber, Durchfall, Erbrechen, Inappetenz und abdo-
minale Dolenz wurden bei einer Gruppe von Koloniekatzen und
Katzen mit chronischer Enteropathie beschrieben (Winston et al.
2024). In einer anderen Studie mit Hunden, bei denen ein Uber-
wachungssystem zur Erkennung von Nebenwirkungen vorhanden
war, wurden derartige Anzeichen nicht beobachtet (Lee et al. 2024).
Viele weitere Studien zu FMTs bei Hunden und Katzen (Niina et al.
2019, Chaitman et al. 2020, Niina et al. 2021, Rojas et al. 2023,
Toresson et al. 2023) berichten ebenfalls nur in sehr wenigen Fil-
len iiber unerwiinschte Wirkungen, jedoch bleibt unklar, ob diese
Studien das Auftreten von diesen wirklich iiberpriiften. Daher sind
weitere Studien zur Untersuchung von unerwiinschten Folgeer-
scheinungen nach FMT in der Tiermedizin notwendig. Basierend
auf den Guidelines (Winston et al. 2024) lisst sich aufzeigen, dass
mehrere Faktoren bei der Entwicklung von FMT-bedingten Neben-
wirkungen eine Rolle spielen kénnen. Dazu gehoren die Methode
der FMT-Verabreichung, das Vorhandensein von Komorbidititen,
die Immunkompetenz des Empfingers, die gleichzeitige Einnahme
von Medikamenten, die Integritit der Darmschleimhautbarriere
und die Strenge des Kotspender-Screenings. Bei immunsupprimier-
ten Empfingern (z. B. Hunde mit Parvovirose oder gleichzeitige
Therapie mit Glukokortikoiden) scheint FMT eine sichere Thera-
pieoption zu sein, wie in verschiedenen Studien aufgezeigt werden
konnte (Green et al. 2020, Sugita et al. 2021, Cerquetella et al. 2022,
Collier et al. 2022).

Indikationen

Schlussfolgernd ist festzustellen, dass FMT eine vielversprechende
Therapieoption bei verschiedenen Erkrankungen darstellt. Dennoch
besteht noch erheblicher Forschungsbedarf. Die vorliegenden Daten
legen nahe, dass Hunde mit akuten Krankheitsbildern in der Regel
positiv auf eine FMT reagieren kénnen (Pereira et al. 2018, Chait-
man et al. 2020, Chaitman und Gaschen 2021, Gal et al. 2021).
Insbesondere bei Hunden mit akutem unkompliziertem Durchfall
kann eine einzelne FMT helfen, eine Normobiose schneller her-
zustellen und potenziell enteropathogene Keime zu verdringen
(Chaitman et al. 2020, Chaitman und Gaschen 2021). Dies hat
zudem den Vorteil, den Gesamtverbrauch von Antibiotika bei der
Behandlung akuter Gastroenteritiden zu reduzieren und die Ent-
wicklung von Antibiotikaresistenzen einzuddmmen. Bei Hunden
mit Giardieninfektionen kann eine FMT ebenfalls dazu beitragen,
die klinischen Symptome zu verbessern (Chaitman et al. 2017, Cha-
itman und Gaschen 2021). Bei Hunden mit Parvovirose kénnen
die Hospitalisierungszeit sowie die Dauer bis zur Verbesserung der
Kotkonsistenz durch den Einsatz einer FMT signifikant verkiirzt
werden. Daher gilt es, eine FMT als zusitzliche Standardtherapie
bei Hunden mit Parvovirose in Betracht zu ziehen (Pereira et al.
2018). Bei Hunden mit AHDS zeigen sich hingegen keine signifikant
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positiven klinischen Effekte einer FMT (Gal et al. 2021, Reisinger
et al. 2024). Zusammenfassend lisst sich sagen, dass eine FMT
bei akutem, unkompliziertem Durchfall und therapieresistenter
Giardieninfektion dazu beitragen kann, die klinischen Symptome
zu verbessern. Bei Hunden mit Parvovirose ist eine FMT zudem als
zusitzliche Therapieoption in Betracht zu ziehen.

Studien zeigen ebenfalls vielversprechende Ergebnisse fiir die
Anwendung von FMTs als Therapieoption bei Hunden mit chroni-
schen Darmerkrankungen (Bottero und Ruggiero 2017, Chaitman
et al. 2017, Niina et al. 2019, 2021, Toresson et al. 2023). Es ist
jedoch wichtig, zu beachten, dass die Verbesserung nach einer FMT
bei Hunden mit chronischem Durchfall oft nur voriibergehend ist,
insbesondere wenn die zugrunde liegende Darmerkrankung bestehen
bleibt (Chaitman und Gaschen 2021). Eine andere Studie unter-
suchte den Einsatz eines Probiotikums bei Yorkshire-Terriern mit
IBD. Hier wurde festgestellt, dass Hunde, die sich klinisch besserten
und als in Remission eingestuft wurden, weiterhin eine Dysbiose
aufwiesen (Doulidis et al. 2023). Diese Ergebnisse verdeutlichen,
dass bei chronischen Darmerkrankungen trotz klinischer Besserung
nicht zwangsldufig eine Normalisierung des Mikrobioms eintritt
und Mikrobiom-modulierende Therapien (inklusive FMT) mégli-
cherweise keine langfristigen Effekte haben. Aus diesem Grund sind
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in den meisten Fillen mehrere FMTs erforderlich. Zudem ist die
FMT bei chronischen Darmerkrankungen nicht die Behandlungs-
methode erster Wahl. Sie kann aber als zusitzliche Komponente
im Rahmen einer multifaktoriellen Behandlungsstrategie oder bei
unzureichendem Ansprechen auf die gingigsten Therapien hilfreich
sein. Die Haufigkeit der Transplantationen kann stark variieren und
muss individuell angepasst werden (Chaitman und Gaschen 2021).
Es ist in jedem Fall entscheidend, die zugrunde liegende Ursache
des chronischen Durchfalls zu identifizieren und angemessen zu
behandeln. Bei chronischen Beschwerden sollten daher parasitire
Infektionen, (atypische) Addison-Krankheit, exokrine Pankreasin-
suffizienz und Futtermittel-responsive Enteropathie ausgeschlossen
werden, bevor eine FMT durchgefiihrt wird (Chaitman und Gaschen
2021). Dariiber hinaus kann die Bestimmung des DI vor der FMT
helfen, den Schweregrad der Verschiebung der intestinalen Mikro-
biota in Richtung Dysbiose einzuschitzen (Suchodolski et al. 2012,
Chaitman und Gaschen 2021). Allerdings fehlen derzeit verlassli-
che Parameter, um das Ansprechen auf eine FMT vorherzusagen.
Bei Hunden mit einer sehr deutlichen Dysbiose ist moglicherweise
keine oder nur eine kurze klinische Verbesserung mittels der FMT
zu erreichen, sodass Wiederholungen des Verfahrens erforderlich
sein kdnnen (Toresson et al. 2023). Die Autoren des vorliegen-  »
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den Artikels machten die Erfahrung, dass bei einigen Hunden und
Katzen mittels FMT positive Effekte hinsichtlich ihres klinischen
Verlaufs erzielt werden konnten, die allgemein bzw. insbesondere
im Welpenalter Antibiotika erhielten. Bei diesen Tieren bestand die
Vermutung, dass sich durch die antibiotische Behandlung eine lang-
fristige Verdnderung des intestinalen Mikrobioms entwickelt hatte.
Die Tiere zeigten chronischen Durchfall und mangelnde Gewichts-
zunahme, was auf die intestinale Dysbiose zuriickgefiihrt werden
koénnte. Die klinischen Symptome besserten sich deutlich infolge
der Durchfiihrung von FMTs (nicht publizierte Daten).

Die Héufigkeit und entsprechende Wiederholungen der FMTs
variieren zwischen den einzelnen Patienten. Bei Hunden mit aku-
ten Erkrankungen sind, aus den vorliegenden Studien zu entneh-
men, weniger FMTs pro Patienten erforderlich als bei chronischen
Erkrankungen (Pereira et al. 2018, Chaitman et al. 2020). In der
bereits genannten Studie bei Hunden mit Parvovirose waren durch-
schnittlich 1,8 FMTs pro Patient notwendig (Pereira et al. 2018).
Eine Umfrage unter Tierdrzten zeigte, dass etwa zwei Drittel der
Teilnehmer FMTs bei Hunden mit chronischen Darmerkrankungen
mehr als einmal durchfiihrten, wobei die Intervalle zwischen den
Behandlungen von tiglich bis alle zwei Wochen reichten (Salavati
Schmitz 2022).

In einer retrospektiven Studie, die die Wirkung von FMT bei
41 Hunden mit chronischer Enteropathie untersuchte, erhielt
jeder Hund durchschnittlich drei FMTs iiber einen rektalen Ein-
lauf, zumeist im Abstand von zehn bis 20 Tagen (Toresson et al.
2023). Dabei zeigte sich bei 74 % der Hunde nach der zweiten FMT
ein besseres klinisches Ansprechen im Vergleich zur ersten FMT
(Toresson et al. 2023). Die Hiufigkeit der FMTs ist - ungeachtet
des Krankheitsbildes - von mehreren Faktoren abhingig. Hierzu
gehoren das klinische Ansprechen, mégliche Nebenwirkungen sowie
die Bereitschaft der Besitzer und Patienten, die Behandlung fort-
zusetzen (Winston et al. 2024).

Im Bereich der Veterindrmedizin besteht noch erheblicher For-
schungsbedarf beziiglich des Einsatzes von FMTs bei Krankheits-
bildern, die auflerhalb des Magen-Darm-Trakts liegen. Bei Hunden
mit caniner atopischer Dermatitis kann eine FMT als zusitzliche
Therapieoption in Betracht gezogen werden. In der Humanmedizin
liegen vielversprechende Studien zum Einsatz von FMTs bei neuro-
logischen Erkrankungen, Diabetes und Adipositas vor. Daher konnte
zukiinftig untersucht werden, ob bei diesen Krankheitsbildern in
der Veterindrmedizin ebenfalls eine klinische Verbesserung infolge
einer FMT zu erwarten ist.

Praktische Durchfiihrung

Der geeignete Spender (Chaitman und Gaschen 2021,
Winston etal. 2024)

Ein geeigneter Spender ist dlter als ein Jahr und jlinger als 75 %
seiner erwarteten Lebensspanne. Er ist nicht {iber- und nicht unter-
gewichtig (BCS 4-6/9), sinnvoll ist eine Gréfie von > 15 kg (Hund),
>4 kg (Katze), damit geniigend Kot produziert wird. Es gibt keine
Anhaltspunkte, dass sich bestimmte Hunde-/Katzenrassen beson-
ders als Spender oder im Gegenteil nicht als Kotspender eignen
(Winston et al. 2024). Spendertiere sollen grundsitzlich gesund
sein und insbesondere keine chronischen gastrointestinalen Anzei-
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chen innerhalb der letzten vier Monate, Verhaltensauffilligkeiten,
bekannte Allergien, Autoimmunerkrankungen oder neoplastische
Erkrankungen aufweisen (Winston et al. 2024) . Bei akuten gastro-
intestinalen Symptomen (< zwei Wochen) wird das Tier iiber einen
Zeitraum von drei Monaten nicht als Spender herangezogen und
vor dem néchsten Einsatz muss ein erneutes Spenderscreening
durchgefiihrt werden. Aufgrund geografischer Unterschiede im
Vorkommen spezifischer Infektionserreger (z. B. Lungenwiirmer)
und des Vorberichts iiber Aufenthalt in einem Tierheim/-pension
und Auslandsreisen empfiehlt es sich, individuell zugeschnittene
Untersuchungen durchzufithren, um potenzielle subklinische Infek-
tionen und Reisekrankheiten auszuschlieflen. Katzenspender sollten
als Wohnungskatze in Ein-/Zwei- oder Dreikatzenhaushalten ohne
Wechsel und Neuzuginge gehalten werden, um das Risiko der Uber-
tragung von Infektionserregern zu minimieren. Idealerweise darf
keine antibiotische Therapie innerhalb der letzten zw6lf Monate
bei einem potenziellen Spender durchgefiihrt worden sein. Zusitz-
lich soll ein Spendertier keine Medikamente erhalten, welche das
intestinale Mikrobiom verindern konnen (z. B. Siureblocker). Im
Allgemeinen fiihrt die Erndhrung zu keiner starken Verdnderung des
intestinalen Mikrobioms. Allerdings zeigt eine Studie, dass hochver-
dauliche, ballaststoffreiche Didten mit moderatem Proteingehalt das
Mikrobiom positiv beeinflussen konnen. Dies geschieht hierbei vor
allem durch die erhéhte Bildung von Butyrat (Pilla und Suchodolski
2021, Takédova et al. 2022). Eine entsprechende Ernihrung kénnte
somit das Spendermikrobiom positiv beeinflussen. Es erscheint
hinsichtlich Erndhrung sinnvoll, auf Rohfleischfiitterung bei einem
Spender zu verzichten. Dies liegt daran, dass Hunde, die BARF-Di-
dten erhalten, hiufiger Triger potenziell enteropathogener Keime
sind und der oft hohe Gehalt an Fett und Protein zu einer entspre-
chenden Verschiebung der Bakterienkomposition fiihren kann (Pilla
und Suchodolski 2021). Vor der Spende muss ein Screening, welches
sowohl Kot- als auch Blutuntersuchungen beinhaltet, durchgefiihrt
werden. Es muss eine Kotuntersuchung erfolgen, die eine Flotation,
einen Test auf Giardia duodenalis, DI sowie bei Katzen eine Tritri-
chomonas foetus-PCR umfasst. Ein Screening auf enteropathogene
Keime (C. difficile, Kryptosporidien, Salmonella spp., Campylobacter
Jjejuni) ist nicht zwingend erforderlich, aber empfehlenswert. In
Einzelfillen kann ein Larvenauswanderungsverfahren sinnvoll sein,
um einen Befall von Endoparasiten auszuschlieflen. Katzen sollten
FIV und FeLV negativ sein und keine Coronaviren ausscheiden. Der
DI, gemessen im Kot eines Spenders, sollte maglichst deutlich im
negativen Bereich, aber zumindest kleiner als null sein. Bakterielle
Kulturen von Kotproben eignen sich nicht zur Beurteilung einer
Normo- versus Dysbiose. Ein Blutbild sowie eine Serumbiochemie,
eventuell inklusive Vitamin B , und Folsdure, sollen sicherstellen,
dass es sich bei einem Spender um ein gesundes Tier handelt. Gene-
rell wird empfohlen, den Spender mindestens alle sechs Monate
zu testen. Der nebenstehende » Kasten fasst das oben Genannte
erneut zusammen und gibt einen Uberblick iiber die Anforderungen
an die Spendertiere.

Verarbeitung des Kots (Chaitman und Gaschen 2021,
Takacova et al. 2022, Winston et al. 2024)

Der Kot des geeigneten Spenders soll bei der Verarbeitung bzw.
Verabreichung méoglichst frisch sein (maximal zwei bis sechs Stun-
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den). Ist es nicht moglich, eine Kotprobe sofort zu verarbeiten
und verabreichen, dann sollte diese in der Zwischenzeit in einem
Kiihlschrank (4 °C) gelagert werden. Bei direkter Verabreichung,
ohne Asservierung, empfiehlt es sich, den Kot mit physiologischer
Kochsalzlésung (0,9 % NaCl) zu mischen. Fiir eine Asservierung
wird zusitzlich Glycerol zu einer Endkonzentration von 10 %
hinzugefiigt und die Probe anschlieflend sofort eingefroren. Das
Glycerol verlidngert die Haltbarkeit des Kots, sodass er gefroren
bei mindestens -20 °C (bevorzugt -80 °C) bis zu sechs Monate
gelagert werden kann.

Der zubereitete Kot weist am besten eine apfelmusartige Kon-
sistenz auf, um diesen leicht durch eine Sonde beférdern zu kénnen.
Eine zu fliissige Konsistenz ist nicht von Vorteil, da so das Volumen
erhoht wird und ein rascher Kotabsatz oder ein unerwiinschtes
Auslaufen nach der FMT begiinstigt werden konnte. Je nach Kon-
sistenz des Spenderkots haben sich auf 10 g Kot etwa 10-12 ml
0,9 % NaCl bewihrt.

Zuerst wird der Kot abgewogen und von groben Verunreini-
gungen (z. B. Blitter) befreit. Der Kot wird mit 0,9 % NaCl mittels
Piirierstab, Standmixer oder in einem Stomacherbag vermengt.
Die Suspension sollte anschlieflend durch ein handelsiibliches
Sieb gestrichen werden, um grobere Bestandteile zu entfernen.
Anschlieflend kann der Kot mit Spritzen (z. B. 100-ml-Spritze »

Profil eines geeigneten Spendertieres fiir eine FMT
1 Anamnese
e >1Jahr, <75% erwartete Lebensspanne
e BCS4-6/9
e >15kg (Hund), > 4kg (Katze) fiir ausreichend grofie
Kotspenden
» Keine chronischen gastrointestinalen Anzeichen,
Verhaltensauffalligkeiten, Allergien, autoimmun-
mediierte Erkrankungen, Neoplasien
e Keine antibiotische Therapie innerhalb der letzten
zwolf Monate
* Keine bestimmte Didt nétig, im besten Fall Fiitterung
von hochverdaulicher, moderater protein- und ballast-
stoffreicher Nahrung, Verzicht auf Rohfleischgabe
2 Kotuntersuchung
e Notwendig:
o Flotation, Giardia spp., Tritrichomonas foetus
(Katze)
o ggf. Larvenauswanderungsverfahren
e Dysbiose-Index <0
e Empfehlenswert:
* pathogene Erreger (C. difficile, Kryptosporidien,
Salmonella spp., Campylobacter jejuni, Coronavirus
[Katze])
3 Blutuntersuchung
e Blutbild
e Serumprofil
* Ggf. Folséure, Vitamin B,
e Katzen: FeLV/FIV
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mit einem groflen Konus) aufgezogen werden. Die nachfolgenden
» Abbildungen 1-7 wurden in der medizinischen Kleintierklinik
der LMU Miinchen aufgenommen und zeigen die Verarbeitung
des Kots.

Verabreichung des Kots
Vor der FMT mittels rektalen Einlaufs ist es ratsam, dass der Emp-
fanger kurz vor dem Eingriff erneut Kot absetzt. Zusitzlich emp-

Abb. 1: Kot abwiegen und von etwaigen gréfieren Verschmutzungen
(z.B. Asten oder Blittern) befreien. AnschlieRend Kot in ein zum Mixen
geeignetes Gefif} geben.

19

ey

fiehlt es sich, den Patienten an diesem Tag niichtern zu lassen.
Eine vorherige Abfithrung des Empfingers ist aber nicht dringend
notwendig. Eingefrorener Kot sollte im Wasserbad mit 37 °C scho-
nend aufgetaut und zeitnah verwendet werden. Einmal aufgetauter
Kot sollte nicht wieder eingefroren werden. Der Katheter muss
entsprechend der Grofie des Empfingers angepasst werden und
kann von einer grofien Ernidhrungssonde (> 4 mm Durchmesser)
(Katzen, kleine Hunde) bis zu einem Rektalkatheter aus der Human-

Abb. 2: Wenn der Kot sofort verabreicht werden soll: Zugabe von 10-12ml
0,9 % NaCl per 10 g Kot . Wenn der Kot gefroren werden soll: Zugabe einer
85 % Glycerol-Losung (Menge 10% der hergestellten Suspension).

Abb. 3 und 4: Kot und NaCl/ NaCl-Glycerol-Mischung mittels Piirierstab/Standmixer vermengen. Als Alternative eignet sich auch ein Stomacherbag.

920
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medizin (ca. 1 cm Durchmesser) (mittelgrofie bis groe Hunde)
reichen. Der Katheter wird vor dem Einfithren mit Kot befiillt, um
ein unnotiges Applizieren von Luft zu verhindern. Gleitgel auf der
Rektalsonde erleichtert das Einfiihren. Die meisten Studien verwen-
den 2,5-5 g Rohkot pro kg Kérpergewicht (Chaitman und Gaschen
2021, Toresson et al. 2023). Grundsitzlich hat sich bei Hunden
bis 30 kg Korpergewicht die Verabreichung von 5 g Rohkot pro kg
bewihrt, wihrend bei Katzen und Hunden iiber 30 kg eine Menge
von 2,5-3 g pro kg ausreichend ist. Nach der FMT sollte der Kot nach
Moglichkeit wenige Stunden im Colon verbleiben. Hunde sollten
aus diesem Grund nicht sofort ausgefiihrt und Katzen noch eine
Weile in der Box gehalten werden. Eine Sedierung ist zur Durch-
fiihrung einer FMT in der Regel nicht nétig, kann aber in manchen
Fillen (sehr gestresste Patienten) sinnvoll sein, um ein frithzeitiges
Ausscheiden des Transplantats zu vermeiden. Allerdings gibt es
keine Studien beziiglich der Auswirkung einer Sedierung auf die
Verweildauer oder Wirksamkeit der FMT (Winston et al. 2024).
Es gibt keine Empfehlung beziiglich der Lageposition der Tiere,
allerdings hat sich bei wachen Patienten eine Verabreichung im
Stehen immer bewihrt.

Weitere Verabreichungsarten sind, den Kot endoskopisch in den
proximalen Teil des Diinndarms oder in den Dickdarm der Patienten
zu transplantieren (Gal et al. 2021). Auch eine Verabreichung per
Sonde in den Magen ist moglich. In der Humanmedizin lieferten
diese Verabreichungsmethoden ebenfalls zufriedenstellende Ergeb-
nisse, allerdings zeigten viele Patienten nach Verabreichung in den
Magen Blidhungen und Ubelkeit (Cammarota et al. 2017, Dailey
etal. 2019). Eine weitere und neuere Mdglichkeit ist, den Kot zu
lyophilisieren, was eine Form des Gefriertrocknens darstellt. Der
Kot wird dadurch zu einem Pulver, welches wiederum in Kapseln
oral oder aufbereitet mit NaCl rektal den Patienten verabreicht
werden kann (Carapeto et al. 2023). In der Studie von Carapeto
et al. (2023) wurden fiinf Hunden iiber vier Monate Kapseln mit
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gefriergetrocknetem Kot verabreicht. 3/5 Hunde zeigten vor der
Behandlung chronischen Durchfall; die anderen zwei Hunde dien-
ten als gesunde Vergleichsgruppe. Die Kotkonsistenz verbesserte
sich und blieb bei 2/3 Hunden mit Durchfall auch nach Beendigung
der FMT stabil. Zudem verschob sich die Zusammensetzung der
Mikrobiota in Richtung des Spenders.

Auf die Wiederholungsintervalle und Haufigkeiten der FMT
wurde bereits im oberen Abschnitt eingegangen. Der folgende »

Abb. 5: Kotsuspension durch ein Haushaltssieb streichen

Abb. 6 und 7: Anschliefend Kotsuspension in Spritze mit grofdem Konus aufziehen und sofort verabreichen oder bei mind. -20 bis -80 °C asservieren

Kleintierpraxis 70, Heft 2/2025, Seiten 76-96

91

Fotos: Medizinische Kleintierklinik der LMU Miinchen



Fotos: Medizinische Kleintierklinik der LMU Miinchen

I1. Publikation 1: Ubersichtsartikel

Fortbildung

» Kasten gibt erneut einen kurzen Uberblick iiber die einzelnen
Schritte und die dabei zu beachtenden Anforderungen bei der Durch-
fithrung einer FMT. Zudem zeigen die > Abbildungen 8 und 9 die
Durchfithrung der FMT an zwei unterschiedlichen Hunden.

Durchfithrung der FMT
1 Empfangervorbereitung
e Niichtern und am besten kurz vor der FMT erneuter
Kotabsatz
o Abfiihren nicht zwingend erforderlich
2 Bendtigtes Material
e Katheter passend zur Grofie des Empfangers
(Rektalkatheter oder Erndahrungssonden)
* Gefrorene Kotsuspensionen zwei bis drei Stunden vor
der Verabreichung im Wasserbad schonend erwarmen
e Katheter mit Kot befiillen, um Luftapplikation zu
vermeiden
» Katheter mit Gleitgel bestreichen
3 Durchfiihrung
e Katheter vorsichtig in das Rektum des Empféngers
einfiihren und Kot langsam applizieren
e Empfohlene Menge 2,5-5 gRohkot/kg KG
e Nach der Applikation Zuriicksetzen der Patienten in
die Box/Ruhighaltung, um ein vorzeitiges Ausscheiden
zu vermeiden
4 Wiederholungen
¢ Individuell unterschiedlich
* Abhdngig von klinischem Ansprechen, Auftreten von
Nebenwirkungen, Compliance von Besitzer und Patient
e Beiakuten Erkrankungen: haufig nur ein bis zwei Trans-
plantationen Uber kiirzeren Zeitraum notwendig
e Bei chronischen Erkrankungen: haufig mehrere + 3 Trans-
plantationen Uiber alle zwei bis vier Wochen notwendig

Abb. 8: Vorsichtiges Einfiihren des Katheters in das Kolon des Patienten.
Katheter vorher mit Kot fluten, um ein unnétiges Applizieren von Luft zu

verhindern.
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Schlussfolgerung

In der Veterindrmedizin bedarf es weiterer Studien, um das Thema
FMT zu untersuchen. Nicht nur hinsichtlich des therapeutischen
Effekts bei gastrointestinalen Problemen, sondern auch bei Erkran-
kungen anderer Organsysteme sollte die Rolle von FMTs bewertet
werden. Neben dem therapeutischen Nutzen ist auch weitere For-
schung im Bereich Lagerung und Verabreichung erforderlich. Aktuell
ist die FMT noch zeitaufwendig, aber in absehbarer Zukunft wird sich
auch in der Tiermedizin die Verabreichung vereinfachen, sodass wie-
derholte Behandlungen nicht mehr so anspruchsvoll zu planen sind
und der Einsatz auch in der Praxis realisierbar wird. Die Entwicklung
von sogenannten Kotbanken mit geeigneten Spendern, das Potenzial
von gefriergetrockneten Produkten und anderen Verabreichungswe-
gen bilden hierbei den Grundstock. Abschlieflend ldsst sich sagen,
dass eine FMT ein sicheres, gut vertrigliches und wenig invasives
Verfahren ist, das grundsitzlich in jeder Tierarztpraxis durchgefiihrt
werden kann. Nach derzeitigem Wissensstand erscheint eine FMT
vor allem als ergdnzende Mikrobiom-modulierende Therapie bei
Hunden mit Parvovirus-Enteritis, Antibiotika-induzierten Dysbiosen
und chronischen Enteropathien bei Hunden und Katzen sinnvoll. M
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Simple Summary: Acute hemorrhagic diarrhea syndrome (AHDS) is characterized by severe gas-
trointestinal fluid loss and necrotizing enteritis. This indicates an intestinal barrier dysfunction,
altered intestinal permeability may indicate disease severity and might represent a risk factor for the
development of chronic disorders. Serum iohexol measurement is utilized to assess intestinal perme-
ability in dogs. Our study aimed to correlate intestinal permeability (measured by serum iohexol
concentration (SIC)) with clinical severity in dogs with AHDS. We hypothesized increased intestinal
permeability in dogs with AHDS, correlating with clinical severity. Fifty-three client-owned dogs,
including those with AHDS and healthy controls, were enrolled. Clinical severity was assessed using
the AHDS index and criteria for systemic inflammatory response syndrome (SIRS). Simultaneously,
dogs were orally administered iohexol, and serum samples were collected for SIC measurement. The
findings revealed significantly elevated SIC among dogs with AHDS compared to healthy controls,
with a positive correlation between SIC and disease severity indices. These results highlight that
dogs with a severe form of AHDS have an especially significant dysfunction of the intestinal barrier.
Future studies are necessary to evaluate a potential association between an altered intestinal barrier
at the phase of acute enteritis and the development of chronic intestinal disease later in life.

Abstract: Histopathologic examination of intestinal biopsies from dogs with acute hemorrhagic
diarrhea syndrome (AHDS) reveals necrotizing enteritis and epithelial integrity loss. Serum ichexol
measurement has been utilized to assess intestinal permeability. Our hypothesis is that dogs with
AHDS have increased intestinal permeability, which is associated with the severity of clinical signs.
In this prospective case—control study, 53 client-owned dogs (28 AHDS, 25 healthy controls) were
evaluated. Clinical severity was assessed using the AHDS index and systemic inflammatory response
syndrome (SIRS) criteria. Simultaneously, dogs received oral iohexol, and serum iohexol concentra-
tions (SICs) were measured two hours later. Results indicated significantly higher (p = 0.002) SIC in
AHDS dogs (median: 51 pug/mL; min-max: 9-246) than in healthy controls (30 pg/mL; 11-57). There
was a significant positive correlation between AHDS index and SIC (rg = 0.4; p = 0.03) and a significant
negative between SIC and serum albumin concentrations (Pearson r = —0.55; p = 0.01). Dogs with
severe AHDS (mean 106 ug/mL; range: 17-246) demonstrated significantly higher (p = 0.002) SIC
than those with mild to moderate disease (29 ug/mL; 9-54). These findings underscore the association
between intestinal permeability and clinical severity in dogs with AHDS assessed by iohexol.

Keywords: iohexol; AHDS; intestinal permeability; necrotizing enteritis; SIRS; NetF toxin
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1. Introduction

In addition to its role in absorbing water and nutrients, the gastrointestinal tract
also functions as a protective barrier against pathogens and harmful substances [1]. The
disruption of this barrier results in increased intestinal permeability, leading to increased
loss of proteins, electrolytes, vitamins, and fluid into the intestinal lumen and facilitating the
translocation of potentially harmful substances and pathogens into the bloodstream [1,2].
As discussed below, there is a suspicion of intestinal barrier dysfunction in dogs with acute
hemorrhagic diarrhea syndrome (AHDS).

AHDS is characterized by the sudden onset of hemorrhagic diarrhea [3]. Intestinal
biopsies demonstrate the presence of necrotizing enterocolitis, suggesting a likely dysfunc-
tion of the mucosal-blood barrier [4]. The loss of albumin through the intestine further
supports the hypothesis of intestinal barrier dysfunction in dogs with AHDS [5]. During
the acute phase of the disease, intestinal biopsies have revealed the presence of clostridial
strains adhering to the surface of necrotic lesions [4]. Recently, a Clostridium perfringens type
A strain carrying pore-forming toxins (NetE and NetF) was isolated from a dog with AHDS,
and the cytotoxic effect of NetF has been confirmed in vitro [6]. Based on these findings
and other studies demonstrating a significantly higher occurrence of NetF-toxin-encoding
C. perfringens in dogs with AHDS compared to healthy dogs or dogs with parvovirus
infection [7-9], it is suspected that C. perfringens and NetF play a major role in the patho-
genesis of AHDS. In addition to the toxic effect of NetF, intestinal ischemia, resulting from
hypovolemia and hypoperfusion of the intestinal mucosa caused by extensive fluid loss as
well as reperfusion damage, may contribute to increased permeability in these dogs [10,11].

Dogs with AHDS often show hypoalbuminemia [5,12]. This not only allows the hy-
pothesis that dogs with AHDS have increased intestinal permeability (IP) but also confirms
this with a high degree of probability. However, intestinal permeability (IP) has never really
been measured in dogs with AHDS. Various markers are available for assessing IP, but they
differ in size, location, degradation mechanism, and analysis method [13]. In addition to en-
dogenous markers for IP measurement (e.g., albumin), there are also numerous exogenous
markers. Endogenous markers are often influenced by many factors, such as the degree of
dehydration, so these parameters are very variable in individual dogs [12]. Therefore, we fo-
cused on exogenous markers for the determination of IP in the study. >’ Chromium-labeled
ethylenediaminetetraacetic acid (*! Cr-EDTA) is considered the gold standard, but its use is
limited due to radioactivity [14,15]. Other IP tests employ sugars like lactulose, sucrose, and
rhamnose [16,17]. However, these sugars are metabolized differently and often degraded
in the stomach or small intestine in dogs, failing to represent permeability across the entire
gastrointestinal tract [18]. In a recent study, iohexol, a non-radioactive iodinated contrast
medium, was examined for its potential in assessing intestinal permeability [14,15]. Iohexol
has a similar permeability pathway to >'Cr-EDTA [14,15] but offers the advantage of not
being radioactive. In addition, the serum iohexol concentration can easily be measured
using a commercially available enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) rather than
complex assays such as liquid chromatography-mass spectrometry [19].

Therefore, we tried to find a measurable way to identify severe barrier dysfunction
by evaluating iohexol. That is why the objectives of this study were to evaluate IP by
measuring serum iohexol concentrations (SICs) in dogs with AHDS, comparing them with
healthy dogs, and establishing correlations between serum iohexol levels, clinical severity
(e.g., AHDS index), and SIRS criteria.

2. Materials and Methods
2.1. Study Design

The prospective case—control study was approved by the Ethics Committee of Vet-
erinary Medicine, Ludwig-Maximilians-University, Munich, Germany (approval number
128-10-06-2018). All dogs included in the study were client-owned and presented to the
Clinic for Small Animal Medicine, LMU Munich, Germany between October 2020 and
March 2022. The owners were fully informed about the objectives of the study.
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2.2. Study Population
2.2.1. Dogs with AHDS

Dogs of all breeds, sexes, and ages presenting with acute hemorrhagic diarrhea
(<8 days) were eligible for inclusion in the study. Dogs were excluded if they had received
medications known to cause mucosal erosions, which could lead to similar symptoms
as AHDS (e.g., NSAIDs, corticosteroids, doxycycline), the week before presentation or if
they had underlying diseases that could have contributed to hemorrhagic diarrhea. Un-
derlying diseases were suspected if there was evidence of extra-gastrointestinal disorders
such as pancreatitis, exocrine pancreatic insufficiency, acute kidney injury, or acute liver
failure. Complete blood counts (CBCs) and serum biochemistry were performed on all
dogs to assess their overall health status. Dogs with hypoadrenocorticism disease were
also excluded. None of the included dogs exhibited hyponatremia, hyperkalemia, or both.
Additionally, no dogs displayed an absent stress leukogram. Abdominal ultrasound was
conducted on all dogs to screen for focal intestinal disorders (e.g., neoplasia), mechani-
cal obstructions (e.g., foreign body, intussusception), and other visceral diseases. Dogs
suspected of having pancreatitis (based on typical ultrasound findings and high-grade
abdominal pain) were also excluded. Furthermore, dogs with positive fecal examinations
for nematodes (flotation) or protozoan parasites (flotation and IDEXX SNAP Giardia test
kit, IDEXX GmbH, Kornwestheim, Germany) were not included. Standardized treatment
was administered to all dogs, consisting of fluid therapy (crystalloids, with fluid volume
adjusted according to dehydration grade, maintenance requirements, and ongoing losses),
analgesics (buprenorphine 0.01 mg/kg i.v. every 6-8 h or metamizole 50 mg/kg i.v. every
8h), and antiemetics (maropitant 1 mg/kgi.v. every 24 h, with metoclopramide 60 pug/kg/h
i.v. as needed). Antibiotic treatment was given to seven out of the twenty-eight dogs. One
dog received marbofloxacin at a dosage of 4 mg/kg i.v. for 1 day, followed by 2 mg/kg
i.v. every 24 h, while five dogs were treated with amoxicillin-clavulanic acid at a dosage
of 20 mg/kg i.v. every 8 h. In all of these cases, antibiotic treatment was initiated due to
suspected sepsis, as determined by the attending veterinarian. An additional dog received
amoxicillin-clavulanic acid at a dosage of 12.5 mg/kg i.v. every 8 h due to a urinary in-
fection and a nephrolith. Antibiotic treatment in all seven dogs began after sampling for
iohexol measurement. After the intervention, a subset of dogs (n = 14) was included in
another study evaluating microbiota modulation and therefore was not included in the
statistical correlation analysis between SIC and length of hospitalization time. Dogs were
eligible for discharge from the hospital when they exhibited a good general condition and
when their diarrhea was no longer bloody, with a frequency of <3 times per day, indicating
that fluid losses no longer required intravenous fluid administration.

2.2.2. Healthy Control Group

The control group comprised 25 client-owned dogs that were clinically healthy. Fecal
testing (Giardia antigen test; fecal flotation) was conducted on all dogs to exclude Giardia
and other endoparasites. Furthermore, comprehensive assessments including CBC, serum
biochemistry, vitamin B12, folic acid, basal cortisol, canine trypsin-like immunoreactiv-
ity (cTLi), and canine pancreatic lipase immunoreactivity (cPLi) were performed on all
dogs. Dogs were included in the study if all the above tests were negative or within the
reference interval.

2.3. Iohexol Measurement

Following rehydration, a mixture of 2 mL/kg body weight of iohexol (OmnipaqueTM
350 mg/mL, GE Healthcare, Munich, Germany) and food (gastrointestinal liquid diet,
Royal Canin, Cologne, Germany) was administered orally to the dogs using a syringe.
Serum samples were collected 2 h after iohexol administration [14]. It is important to
note that if any of the dogs had vomited at the time of the SIC measurement, they would
have been excluded from the study. These samples were then frozen and stored at —80 °C
until the measurement of SIC, which was performed using a previously validated ELISA
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(Functional immunoassay technology (FIT)-GFRTM Iohexol kit, BioPAL, Worcester, MA,
USA) [19]. The same procedure was carried out for the healthy dogs.

2.4. Evaluation of Disease Severity and Clinical Outcome

Disease severity was assessed using the AHDS index (Table 1) [12,20] on the day of
presentation and concurrently with the iohexol measurement. Based on the AHDS index,
dogs were categorized into two groups: dogs with mild-moderate (AHDS index < 9) and
dogs with severe disease activity (AHDS index > 9). This allowed for the correlation
between IP and clinical severity. Fecal consistency was assessed using the Purina Fecal
Scoring System for Dogs (PFS), which can be accessed at https:/ /www.purina.de/artikel /
hunde/gesundheit/verdauung/hundekot (accessed on 8 August 2022). Signs of systemic
disease were evaluated based on criteria for systemic inflammatory response syndrome
(SIRS) (Table 2). These criteria were adapted from previous veterinary publications [21-23].
Hypoglycemia and the presence of an inflammatory leukogram were additional factors
considered for SIRS categorization. CBCs were not performed in eight out of twenty-
eight dogs, and glucose measurements were not performed in seven out of twenty-eight
dogs at the time of SIRS criteria determination. The severity of the disease according
to the SIRS criteria was determined at the time of iohexol measurement, when the dogs
had already been rehydrated to minimize any potential interference of hypovolemia with
clinical signs of SIRS [22]. In addition, the serum iohexol concentration was measured
during the determination of the SICs. A serum albumin concentration of <30 g/L was
classified as hypoalbuminemia.

Table 1. Criteria to evaluate the Canine Acute Hemorrhagic Diarrhea Severity (AHDS) Index. Each
parameter has a score of 0-3, and the sum of scores gave a total cumulative score. AHDS total index 0
to 3: insignificant disease; 4 to 5: mild disease; 6 to 8: moderate disease; >9: severe disease [12,20].
The Purina Fecal Scoring System for Dogs (PFS) was used for fecal consistency.

0 1 2 3
Activity Normal Mildly decreased Moderately decreased  Severely decreased
Appetite Normal Mildly decreased Moderately decreased  Severely decreased
Fecal consistency PFS 1-2 PFS 34 PFS 5-6 PFS7
Fecal frequency
(times/day) 1 2-3 4-5 >5
Vomiting
(times/day) 0 1 i 0
Dehydration (%) 0 <5 5-10 >10

Table 2. Inflammatory response syndrome (SIRS) criteria for assessing disease severity in dogs,
adjusted from Chu et al. [21] Hauptman et al. [23], and Dupont et al. [22].

Clinical SIRS Criteria
; <375°Cor>393°C
Hypo-orhyperthrmia <99.5 °F or >102.74 °F
Tachycardia >140 beats/min
Tachypnea >40 breaths/min
Laboratory SIRS criteria
Leukopenia or leukocytosis <6 G/L or >25G/L
Band neutrophils >3%
Hypoglycemia <70.2 mg/dL or <3.9 mmol/L

2.5. Statistical Analysis

Statistical analyses were performed using Microsoft Office Excel version 16.63.1 and
GraphPad Prism version 9.4.1 (San Diego, CA, USA). Normal distribution was tested
using the Shapiro-Wilk normality test. The Mann-Whitney U-test and unpaired t-test
were employed to compare SIC between healthy dogs and dogs with AHDS, as well as
to assess the relationship between SIC and clinical severity indicators (AHDS index, SIRS
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criteria, hypoalbuminemia). Therefore, the SICs are expressed below as mean or median
according to the normal distribution. Spearman’s rank correlation (r;) and Pearson’s
correlation coefficient (rp) were used to examine the correlation between SIC and albumin
concentration, hospitalization time, and AHDS index. A p-value of <0.05 was considered
statistically significant.

3. Results
3.1. Signalment

A total of 28 dogs with AHDS met the inclusion criteria. The mean age of dogs with
AHDS was 7.0 years (range: 1.2-14.1 years). The most represented breeds were mixed-
breed dogs (10), Cavalier King Charles Spaniel (2), Shih Tzu (2), Cocker Spaniel (2), and
Dachshund (2). Fifteen dogs were female (six spayed), and thirteen dogs were male (six
neutered). The mean body weight was 11.2 kg (range: 1.8-46). In the control group, there
were 25 healthy dogs with a mean age of 4.7 years (range: 1-10 years). The most common
breeds were mixed-breed dogs (7). Seventeen dogs were male, and eight dogs were female.
The mean body weight was 16.4 kg (range: 2.6-43.3). There was a significant difference
between the two groups in age (p = 0.02). The weight did not differ significantly between
the two groups (p = 0.96). With regard to age, there was no significant difference between
dogs with AHDS that had SIC > 30 pg/mL and dogs with AHDS that had SIC < 30 pg/mL
(p =0.26). A SIC of 30 ug/mL was chosen as the cut-off because this was the median value
of SIC in the healthy control group (see below).

3.2. Comparison of SIC between the Healthy Control Group and Dogs with AHDS

Dogs with AHDS had significantly higher SIC than those in the healthy control group
(p = 0.002). The dogs with AHDS had a median SIC value of 51 pug/mL (min-max: 9-246),
whereas the healthy control group had a median SIC value of 30 ug/mL (min-max: 11-57)
(Figure 1).
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Figure 1. Comparison of SIC of healthy dogs and dogs with AHDS. The y-axis shows the level of SIC
in pg/mL. The horizontal lines represent the median SIC. Dogs with AHDS showed significantly
higher SIC compared to healthy dogs (p = 0.002).

3.3. Correlation between Clinical Severity and Serum Iohexol Concentration

Nine of twenty-eight dogs were classified into the group with mild-moderate (AHDS
index < 9) and nineteen of twenty-eight with severe disease activity (AHDS index > 9).
Seven out of the twenty-eight dogs exhibited significant hemoconcentration, with a hemat-
ocrit level greater than 60% at the time of presentation. There was no significant difference
in SIC between dogs with a hematocrit <60% and >60% (p = 0.5). A significant positive
correlation was observed between the AHDS index and SIC (rs = 0.4; p = 0.03), as shown in

Figure 2.



II1. Publikation 2: Original-Publikation zur Studie 1 32

Animals 2024, 14, 963 60f13

300 rg=04;p=003
250 - ®
'@ 200 .
) L] °,
= 150
<
w» 100
®ese
50 - L e o
° e ! e %0 o
0 T T T 1
0 5 10 15 20
AHDS index

Figure 2. Correlation between AHDS index and SIC. The AHDS index includes the parameters
activity, appetite, vomiting, fecal consistency, fecal frequency, and dehydration grade. Each parameter
has a score of 0-3, and the sum of scores gave a total cumulative score. The AHDS index was
determined similarly to the SIC. There was a significant positive correlation between the AHDS index
and SIC (rg = 0.4; p = 0.03).

Healthy dogs exhibited a mean SIC of 31 ug/mL (range: 11-57), dogs with a mild-
moderate disease activity of 29 ug/mL (range: 9-54) and dogs with a severe disease activity
of 106 pug/mL (range: 17-246). There was no significant difference in SIC between healthy
dogs and dogs with a mild-moderate disease activity (p > 0.99). However, dogs classified
with severe clinical activity displayed significantly higher SIC levels compared to healthy
dogs (p < 0.001) and dogs classified with low to moderate clinical activity (p = 0.002), as
depicted in Figure 3.
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Figure 3. Comparison of SIC between healthy dogs, dogs with a mild-moderate clinical course, and
dogs with a severe clinical course. Dogs with an AHDS index > 9 (n = 19) showed significantly higher
SIC compared to dogs clinically classified as mild—-moderate (AHDS index < 9; n = 9) (p = 0.002)
and healthy dogs (n = 25) (p < 0.001). There was no difference in SIC between healthy dogs and the
dogs with a mild—-moderate disease activity (p > 0.99). The horizontal lines show the mean SIC in
each group.

It is important to note that while all 28 dogs survived, the correlation between SIC and
hospitalization time only included 14 out of 28 dogs, as the remaining dogs were part of a
separate study focused on evaluating microbiota modulation. The median hospitalization
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time for dogs with AHDS was 3 days. A significant positive correlation was found between
hospitalization time and SIC (rg = 0.69; p = 0.007). There was no significant correlation
(rp = 0.29 p = 0.3) between hospitalization time and AHDS index.

Dogs that met two or more SIRS criteria after rehydration and pain management were
classified as having a systemic inflammatory response. A significant difference in SIC
(p = 0.02) was observed between dogs with two or more SIRS criteria (n = 7; median: 165;
min-max: 26-246) and dogs with less than two SIRS criteria (n = 13; median: 48; min-max:
9-174), as shown in Figure 4.
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Figure 4. Comparison of SIC between dogs classified as positive for the occurrence of SIRS and dogs
classified as negative. SIRS criteria were assessed after rehydration at the time of SIC measurement.
The criteria included clinical criteria (hypo- or hyperthermia, tachycardia, and tachypnea) and
laboratory changes (leukopenia or leukocytosis, left shift, hypoglycemia). If a dog had > 2 criteria,
it was classified as positive for the occurrence of SIRS. These dogs (n = 7) showed significantly
(p = 0.02) higher SIC compared with dogs classified as negative for the occurrence of SIRS (n = 13).
The horizontal lines show the median SIC of the different groups.

Serum albumin concentration was determined after rehydration in 21 out of 28 dogs,
and it exhibited a significant negative correlation with SIC (rp = —0.55; p = 0.01); see Figure 5.
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Figure 5. Correlation of serum albumin concentration and SIC. The serum albumin concentration was
determined in 21/28 dogs after rehydration. The serum albumin concentration correlated significantly
negatively (rp = —0.55; p = 0.01) with SIC.

Hypoalbuminemia was defined as a serum albumin concentration < 30 g/L. Dogs
with AHDS and hypoalbuminemia (n = 13; mean: 134; range: 26-246) had significantly
higher SIC levels (p = 0.02) compared to dogs with albumin concentrations within the
reference range (n = 8; mean: 42; range: 9-84) (Figure 6).
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Figure 6. Comparison of SIC between dogs that were hypoalbuminemic and dogs that were not. We
defined a serum albumin concentration < 30 g/L as hypoalbuminemia. Dogs with hypoalbuminemia
(n = 13) showed significantly (p = 0.02) higher SIC compared with dogs with a normal albumin
concentration > 30 g/L (n = 8). The horizontal lines show the mean SIC of the different groups.

3.4. Antibiotic Group

Out of the twenty-eight dogs, seven received antibiotic treatment. Among these, six dogs
were treated because the attending veterinarian classified them as septic. One dog received
antibiotics due to an incidental finding of a urinary infection and a nephrolith, and this
particular dog was excluded from the subsequent analysis as the antibiotic use was unrelated
to the severity of AHDS. In all dogs, antibiotic treatment was initiated after sampling for
iohexol measurement. Dogs in which a sepsis was suspected, and which received antibiotics,
exhibited significantly higher SIC levels (p = 0.01) compared to the other dogs with AHDS, as
shown in Figure 7. Dogs suspected as septic (n = 6) had a median SIC value of 173 pug/mL
(min-max: 44-246), while the other dogs with AHDS (n = 21) had a median SIC value of
42 pg/mL (min-max: 17-174). All six dogs had an AHDS index > 9, indicating severe disease.
Moreover, four out of six dogs were classified as positive for the presence of SIRS, and five out
of six dogs were hypoalbuminemic. Follow-up was possible for 14 out of 28 dogs, revealing a
significant difference (p = 0.01) in hospitalization time between dogs that were treated with
antibiotics due to suspicion of sepsis (n = 3) and other dogs with AHDS (n = 11).
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Figure 7. Comparison of SIC between dogs with AHDS with and without antibiotic treatment due to
the suspicion of sepsis. Dogs in which sepsis was suspected (n = 6) showed significantly higher SIC
compared to other dogs with AHDS (n = 21) (p = 0.01). The horizontal lines show the median SIC of
the two different groups.
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4. Discussion

This study assessed IP in dogs with AHDS by measuring SICs. Our findings revealed
an elevated IP when compared to a healthy control group. Additionally, we observed a
correlation between the severity of clinical signs in dogs with AHDS and the extent of IP.

IP refers to the ability of substances to traverse the intestinal wall and enter the
bloodstream. Various factors can disrupt the integrity of the intestinal barrier, resulting in
increased IP [1,2,24,25]. These factors encompass infiltration of neoplastic or inflammatory
cells into the mucosa and exposure to toxins [1,2,24,25]. In humans, infections caused by
toxin-producing bacteria (e.g., Vibrio cholerae’s cholera toxin, Escherichia coli 0157:H7's
Shiga toxin) can inflict substantial damage to the intestinal epithelium [26,27]. Given the
occurrence of necrotizing enteritis observed in histopathologic studies, we postulated that
dogs with AHDS might exhibit increased IP, likely due to a breakdown of the mucosa-
blood barrier [4]. This breakdown is thought to be attributable to the presence of toxins,
particularly NetF, produced by C. perfringens, leading to epithelial destruction [4,6,7,9,28].
Additionally, severe dehydration resulting from prolonged diarrhea could contribute to
heightened permeability [10,12,22]. The resultant reduced perfusion of splanchnic organs
may further exacerbate increased IP. Assessing IP in dogs with AHDS could be beneficial for
gauging disease severity. Specifically, it may provide insights into nutrient malabsorption,
the absorption of orally administered drugs, and the identification of an elevated risk of
bacterial and antigen translocation, potentially culminating in sepsis and immune system
sensitization.

Multiple techniques are available for measuring IP. In our study, we employed iohexol
to determine IP. Iohexol follows a similar pathway to the gold standard marker, °!Cr-EDTA,
but offers the advantage of being non-radioactive, making it suitable for routine clinical
use [14,17,29,30]. Its efficacy has been demonstrated in previous research, further support-
ing its utilization [14,15]. Unlike sugars such as rhamnose, sucrose, and lactose, which are
commonly employed permeability markers, iohexol remains unaffected by bacterial degra-
dation or metabolism, enabling permeability assessment across the entire gastrointestinal
tract [15,17]. Additionally, iohexol exhibits low osmolarity, binds minimally to plasma
proteins, and demonstrates low toxicity and enhanced tolerability [31-34]. Its hydrophilic
nature restricts easy traversal across lipophilic cell membranes [31]. Studies have consis-
tently affirmed iohexol as a reliable and accurate marker for evaluating IP [14,15,29,34,35].
In human medicine, elevated SIC has been observed in patients with Crohn’s disease com-
pared to healthy individuals, with a notable positive correlation between clinical severity
and SIC [36]. In dogs, iohexol has been utilized to determine glomerular filtration rate
in previous investigations [37-39]. Two specific studies have assessed IP using iohexol:
one conducted by Frias et al., which demonstrated a strong linear association between
iohexol and 5!Cr-EDTA in healthy beagle dogs [15], and another conducted by Klenner
et al., which examined different dosages and the timing of serum iohexol determination in
healthy dogs [14]. Following the findings of Klenner et al., we administered an oral dose of
2 mL/kg of iohexol and measured SIC after a 2 h interval, as this yielded the highest SIC in
healthy dogs [14].

In our study, dogs with AHDS exhibited significantly higher SIC than dogs in the
healthy control group. However, it was surprising that only a subset of AHDS patients
displayed increased SIC compared to the healthy dogs. One possible explanation could be
variations in the severity of mucosal barrier destruction among patients, leading to varying
degrees of IP. The clinical progression of AHDS is highly dynamic, with most dogs experi-
encing clinical improvement within a few days, while a smaller proportion may develop
complications such as significant hypoalbuminemia and signs of systemic inflammation.
Additionally, the severity and extent of histologic lesions can vary significantly among
dogs with AHDS [40]. These factors, along with variations in disease severity and different
stages of presentation, might account for the differences observed in SIC or for the fact that
SIC may not have optimal sensitivity for IP.
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We evaluated clinical severity using the AHDS index and SIRS criteria and found a
significant correlation between SIC and the AHDS index. This implies that dogs with more
pronounced clinical signs exhibited a greater increase in IP. While it can be presumed that
all dogs with hemorrhagic diarrhea have some level of mucosal damage, elevated SIC may
specifically indicate dogs with severe mucosal destruction. Considering iohexol’s larger
molecular size (821 Dalton) compared to >!Cr-EDTA (359 Dalton), iohexol may still be too
large to detect mild forms of IP changes. Further studies employing >'Cr-EDTA, a more
sensitive marker of IP, could be beneficial in identifying even minor functional changes in
this group of dogs.

Furthermore, dogs with hypoalbuminemia (<30 g/L) exhibited significantly higher
SIC than dogs with normal serum albumin levels. However, it is worth noting that there
was one dog with hypoalbuminemia that demonstrated a SIC of 26 pg/mL, which is lower
than the median SIC of healthy dogs. This finding was unexpected since albumin, with
a molecular weight of 66,470 Daltons, is considerably larger than iohexol (821 Daltons),
which, due to its smaller size, should more easily pass the intestinal barrier. One possible
explanation is that SIC measurements offer only a transient snapshot, and it is plausible
that serum iohexol concentrations in these dogs could have been higher at a different
time point of measurement. We tried to standardize the SIC measurement, but we cannot
rule out the possibility that some individual dogs had a delayed gastric emptying due to
disease-associated hypomotility and thus less iohexol arrived in the small intestine, the
region where it is absorbed in case of barrier dysfunction.

There are inherent risks of sepsis development in dogs with AHDS [10]. Alongside
the presence of a damaged mucosal surface, numerous bacteria can be found adhering
to the necrotic surface [4], potentially representing an additional risk factor for bacterial
translocation. Furthermore, dogs with AHDS commonly experience severe dehydration,
which further contributes to the likelihood of sepsis development [10]. In our study, SIRS
assessment was conducted after rehydrating dogs with AHDS to prevent misclassification
due to hypovolemia. Dogs that met two or more SIRS criteria demonstrated significantly
higher SIC compared to dogs without evidence of SIRS. This result indicates that the
severity of clinical signs is associated with the degree of IP. Despite the general risk of bac-
terial translocation, most dogs with AHDS exhibit rapid improvement with symptomatic
treatment alone. The administration of antibiotics did not result in a significantly faster
resolution of clinical signs in a group of dogs with aseptic AHDS [22]. In our study, six
dogs received antibiotic treatment due to suspected sepsis, and these dogs displayed signif-
icantly higher SIC than the other dogs. Additionally, these dogs were classified as clinically
severe (AHDS index > 9). Furthermore, three of these dogs exhibited the highest SIC
(180 pg/mL, 212 ug/mL, 246 pg/mL), indicating the highest degree of IP. These findings
might support the hypothesis that severe intestinal barrier dysfunction could lead to an
increased translocation of intestinal bacteria, leading to SIRS symptoms. To confirm this
with greater certainty, blood cultures or the measurement of lipopolysaccharides would
have been necessary, as it is conceivable that these dogs did not exhibit sepsis, but only
severe SIRS, and therefore, antibiotic therapy would not have been indispensable in these
patients. Further studies would be necessary to evaluate whether iohexol can serve as a
useful marker in identifying dogs with severe barrier dysfunction that might benefit from
antibiotic treatment at presentation prior to fluid therapy.

In a retrospective longitudinal study, dogs with a prior episode of AHDS exhibited
a higher prevalence of chronic gastrointestinal signs later in life than control dogs [25].
Many of these dogs responded well to dietary trials, suggesting that allergens crossing the
epithelial barrier during the acute disease phase may contribute to the development of food
allergies [25]. One possible explanation is that increased IP leads to a heightened transfer of
dietary components into the bloodstream. This overwhelms the immune system, resulting
in a loss of oral tolerance and subsequent sensitization to food components [25,41]. Further
research is required to determine whether this particular subgroup of dogs, characterized
by signs of intestinal barrier dysfunction indicated by elevated SIC, faces an elevated risk of
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developing chronic gastrointestinal disorders. Additionally, investigating whether iohexol
can serve as a long-term prognostic marker in dogs with severe hemorrhagic enteritis
would be valuable. Alternatively, it is plausible that intestinal damage persists in these
patients, leading to changes consistent with chronic inflammatory enteropathy.

One limitation of the study is the variation in treatment among patients. However, it is
important to note that none of the dogs received any drugs (such as NSAIDs, corticosteroids,
or doxycycline) known to potentially harm the intestinal barrier. Another limitation of the
study is that the healthy dogs differed significantly in age from the dogs with AHDS. This
limitation was not considered critical by the authors as all dogs were adults, and there
was no statistically significant difference in age between dogs with AHDS that had SICs >
30 pg/mL (which was the median value of the healthy control group) and those that had
SICs < 30 pg/mL. It can therefore be concluded that age has no significant influence on
intestinal permeability.

Our findings support the hypothesis that some dogs with AHDS exhibit heightened
IP, as measured by iohexol. However, it is important to note that not all dogs demonstrated
increased IP using this marker, which could be attributed to variations in the extent of
intestinal mucosal damage. Moreover, we observed a correlation between the degree
of IP and clinical severity, with dogs classified as SIRS patients displaying the highest
SIC. Follow-up studies are necessary to monitor these patients and determine whether
dogs with elevated SIC are at risk of developing chronic gastrointestinal disorders. This
investigation will help assess the potential of iohexol as a long-term prognostic marker in
dogs with AHDS.

5. Conclusions

In conclusion, our study has shown that there is a correlation between increased
intestinal permeability, as measured by serum iohexol concentration, and clinical severity
in dogs with AHDS. It has also been shown that in general, dogs with AHDS have increased
intestinal permeability assessed by SIC. However, further research is needed to evaluate
the potential long-term effects of altered intestinal barrier function on the development of
chronic intestinal disease in affected dogs.
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OBJECTIVE

Dogs with acute hemorrhagic diarrhea syndrome (AHDS) present with similar clinical signs and histopathological
findings as dogs with parvovirosis, in which fecal microbiota transplantation (FMT) has led to a significantly faster
resolution of diarrhea and shorter hospitalization times. We investigated whether FMT results in faster clinical im-
provement and normalization of the intestinal microbiome compared to standard treatment.

ANIMALS
32 client-owned dogs with AHDS.

METHODS

A prospective, double-anonymized clinical trial included 3 groups: symptomatic treatment (n = 12), FMT treatment
(FMTT; 12), and antibiotic treatment (AT; 8). Clinical improvement was determined on the basis of AHDS index,
changes in the microbiome based on the dysbiosis index, and PCR results for clostridial strains.

RESULTS

Overall, no significant differences in clinical scores between the treatment groups over time were detected except on day
2 (higher AHDS index in the AT group compared to FMTT group; P = .046). The dysbiosis index increased and P hiranonis
decreased on day 1 in some dogs, but these changes were transient in the symptomatic treatment and FMTT groups. In
the AT group, the dysbiosis index was persistently elevated and 4 of 8 dogs showed a reduced abundance of P hiranonis
on day 42. In 67% of the dogs on day 1, NetF-encoding Clostridium perfringens was detected and enterotoxin-encoding
strains increased, but these changes were transient in all dogs, regardless of therapy.

CLINICAL RELEVANCE
Overall, in dogs with AHDS, neither FMT nor AT resulted in faster clinical improvement. In addition, C perfringens
strains are self-limiting and do not require antibiotic therapy.

Keywords: FMT, dysbiosis index, AHDS, Clostridium perfringens, NetF toxin

cute hemorrhagic diarrhea syndrome (AHDS) in
dogs presents with sudden onset of hemorrhagic,
watery diarrhea, often accompanied by vomiting, an-
orexia, and lethargy.l-3 Treatment primarily involves
fluid therapy, analgesics, and antiemetics.}*4 Rapid
clinical improvement is observed in most cases without
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the need for antibiotics.1® Histopathological examina-
tions have revealed necrotizing enterocolitis and layers
of Clostridium perfringens strains adherent to the ne-
crotic surface,® and fecal real-time PCR (qPCR) analy-
sis has been found to show an increase in the abun-
dances of C perfringens in dogs with AHDS compared
to healthy dogs.6 Based on a summary of all current
information, it seems very likely that overgrowth by
C perfringens type A strains associated with the release
of NetF toxins, possibly in combination with other tox-
ins, is responsible for the necrotic enterocolitis in dogs
with AHDS.5-8 Clostridial strains, such as C perfringens
and Clostridioides difficile, have also been associated

1
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with some gastrointestinal diseases in human medi-
cine.210 For example, C difficile infections can lead to
severe colitis in humans. In contrast, many bacteria of
the Clostridia class, including C perfringens, are con-
sidered as components of the normal microbiota of
humans and animals.2-1* The clinical role of different
C perfringens (eg, enterotoxin-producing strains) and C
difficile strains, such as enteropathogens, is highly con-
troversial in dogs, and a recent study** has shown that
the presence of C difficile is strongly associated with an
increased dysbiosis index (DI) and a decreased abun-
dance of bile-acid-converting Peptacetobacter (Clostria-
ium) hiranonis (P hiranonis). P hiranonis is an important
commensal of the microbiome due to its role in bile acid
conversion, and a decrease in P hiranonis abundance has
been associated with overgrowth of C difficile and other
clostridial organisms.2415> A previous study® reported a
low prevalence of C difficile in dogs with AHDS.

Currently, fecal microbiota transplantation
(FMT), which involves the transfer of fecal material
from a healthy donor to a recipient with an imbal-
anced gut microbiota, is being explored as a po-
tential treatment option for various gastrointestinal
disorders in dogs and cats.” Dogs with AHDS show
similar histopathological findings as humans with
C difficile-induced colitis and dogs with parvovirosis.
Necrotizing enteritis is present in these diseases and
is associated with intestinal dysbiosis.> Fecal micro-
biota transplantation has shown remarkable success
rates in treating recurrent C difficile infections.17-19 In
a study?® of dogs with parvovirosis, FMT resulted in
a significantly faster resolution of diarrhea and sig-
nificantly shorter hospitalization time. So far, it’s un-
clear whether FMT could effectively lead to a faster
resolution of clinical signs in dogs with AHDS by re-
ducing toxigenic C perfringens strains and prevent-
ing harmful bacterial colonization. Additionally,
FMT may aid in restoring intestinal barrier integrity
via @ mechanism like mucin secretion, potentially
hastening clinical recovery by improving meta-
bolic function and mucosal immune response.7:21
The changes in the microbiome and the effects of
FMT are often determined by use of the dysbiosis
index (DI). This index is based on a mathematical
algorithm and has been shown to accurately cor-
relate with general microbiome shifts as assessed
by metagenomic sequencing.?2-24 The goals of this
study were to compare the clinical course, changes
of potentially enteropathogenic bacterial strains,
and DI between dogs with AHDS that were treated
with FMT and symptomatic treatment (ST) versus
ST alone. It was hypothesized that the use of FMT
in dogs with AHDS would result in a faster improve-
ment of clinical signs and intestinal dysbiosis.

Methods
Study design

This prospective, double-anonymized, randomized
case-control study was approved by the Ethics Com-
mittee of the Center for Clinical Veterinary Medicine
at Ludwig Maximilian University in Munich, Germany

2

(approval No. 128-10-06-2018). Owners were in-
formed of the purpose of the study and signed a writ-
ten informed consent form prior to study enrollment.
All dogs were client-owned and presented between
October 2020 and March 2022. The dogs were random-
ized into 2 groups, generated by an online randomizer
in September 2020 (Research Randomizer; Randomiz-
er.org). Dogs receiving antimicrobials were retrospec-
tively grouped into a separate category, especially to
assess the (long-term) influence on the intestinal mi-
crobiome in comparison to dogs with standard therapy
or standard therapy plus FMT.

Dogs with AHDS

Dogs of any breed, both sexes, and over 1 year
of age were included in the study if the hemorrhagic
diarrhea lasted < 3 days. Dogs receiving mucosal ir-
ritants (such as NSAIDs, doxycycline, and/or corti-
costeroids) within 1 week prior to diagnosis or dogs
with an underlying disease that could also cause
acute hemorrhagic diarrhea (such as acute pancre-
atitis, exocrine pancreatic insufficiency, acute renal
and/or liver failure, mechanical obstruction, focal
intestinal disorder, or hypoadrenocorticism) were
excluded. Therefore, a CBC, serum biochemistry
profile, abdominal ultrasound, and fecal examina-
tion (flotation and SNAP Giardia Test; Idexx Labora-
tories Inc) were consequently performed in all dogs
and basal cortisol in 13 dogs. All dogs received ST
during hospitalization consisting of a high-fiber gas-
trointestinal diet (Gastrointestinal Biome; Hill's Pet
Nutrition GmbH), fluid therapy (crystalloids, fluid
volume depending on dehydration grade, ongoing
losses, and maintenance requirements), antiemetics
(maropitant, 1 mg/kg, IV, q 24 h; and, when need-
ed, metoclopramide, 60 ng/kg/h, IV), and analge-
sics (buprenorphine, 0.01 mg/kg, IV, g 6 to 8 h; or
metamizole, 50 mg/kg, IV, g 8 h). To the best of our
knowledge, no medication or diet (eg, raw food) with
significant impact on the intestinal microbiota was
given. However, before entry in the study, 2 dogs re-
ceived omeprazole (ST and antibiotic treatment [AT]
groups) and 3 dogs may have received a single dose
of probiotics administered by clinicians from the
emergency service (2 dogs from the ST group and 1
dog from the FMT treatment [FMTT] group).

Fecal microbiota transplantation

A single donor was used for the FMTT group: an
11-year-old 18-kg neutered male mixed-breed dog,
assessed as healthy based on history, normal physical
examination, CBC, serum biochemistry parameters,
and T4, vitamin B12, and folic acid levels. The dog
was fed exclusively 1 diet (Gastrointestinal Biome;
Hill's Pet Nutrition GmbH) during the study period
and did not receive any supplements or probiotics.
Fecal testing revealed a normal dysbiosis index (-3.5)
and negative results for endoparasites (flotation and
SNAP Giardia Test; |dexx Laboratories Inc) and en-
teropathogens (Salmonella spp, canine parvovirus,
Campylobacter spp, NetF-toxin-producing C perfrin-
gens). Donor feces were processed for a maximum of
4 hours after collection. To 10 g of feces, 6 mL of 0.9%
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sodium chloride solution and 2.5 mL of 85% glycerol
were added, mixed with a blender, and then filled into
100-mL syringes. These syringes were then stored at
-80 °C and kept for a maximum of 3 months. The FMT
procedure was conducted with a rectal enema on the
day of presentation and again after 48 hours. Dogs of
the FMTT group received 6 g of feces per kg of body
weight as a rectal enema without anesthesia.l’.25 The
prepared syringes were then carefully defrosted in a
warm water bath 1 hour before FMT. Each FMT was
performed by the same clinician who was not in-
volved in the clinical care for the dog. After the FMT,
the dogs were kept in their kennels and were not al-
lowed to walk for at least 3 hours.

Antibiotic treatment

The dogs with AHDS were randomized into 2
groups (FMTT and ST). Based on the decision of the
primary responsible clinician, a subpopulation of
dogs from both the ST and FMTT groups received an-
tibiotics. These dogs were retrospectively classified
as a third study group. The decision as to whether or
not dogs received antibiotics was made by clinicians
based on the systemic inflammatory response syn-
drome criteria (Table 1).1.2627 Al dogs that received
antibiotics showed at least 2 of these criteria.

Table 1—Criteria for inflammatory response syndrome
(SIRS) for evaluating disease severity in dogs as based on
studies by Chu et al,26 Hauptman et al,%” and Dupont et al.1

Clinical SIRS criteria
Hypo- or hyperthermia <37.50r>39.3°C

<99.50r>102.74 °F

Tachycardia > 140 beats/min
Tachypnea > 40 breaths/min
Lethargy

Laboratory SIRS criteria

Leukopenia or leukocytosis <6or>25G/L

Band neutrophils > 3%

Hypoglycemia <70.2 mg/dL (< 3.9 mmol/L)

Evaluation of disease severity

The AHDS index was used to determine clini-
cal severity.21828 For better visualization, this index
is shown as a table in the supplementary material
(Supplementary Table S1). This score was evalu-
ated daily by a veterinarian during the hospitaliza-
tion period. The AHDS index of the individual dogs
was determined by the same veterinarian every day,
with the exception of weekends, when the index was
determined by the veterinarian on duty. A posthos-
pitalization diary was completed by the owner to
determine the AHDS index 2 times per week over
a period of 2 weeks. Both the primary veterinarian
and the owner were masked regarding the treatment
group. For better objectivity, the Purina fecal scoring
system for dogs was used to determine fecal consis-
tency.?® At some time points, the AHDS index could
not be determined in all dogs. The AHDS index was
available for the following numbers of dogs: day 1,
12 of 12 (ST group), 12 of 12 (FMTT group), and 8
of 8 (AT group); day 2, 12 of 12 (ST group), 12 of
12 (FMTT group), and 8 of 8 (AT group); day 3, 10

of 12 (ST group), 11 of 12 (FMTT group), and 8 of
8 (AT group); week 1, 10 of 12 (ST group), 11 of 12
(FMTT group), and 7 of 8 (AT group); and week 2, 10
of 12 (ST group), 11 of 12 (FMTT group), and 7 of
8 (AT group). For better understanding, this is also
shown in a table in the supplementary material (Sup-
plementary Table $2). Dogs were discharged when
they presented a good general condition and when
the diarrhea was nonhemorrhagic and the frequency
was < 3 times per day, so that fluid losses did not
have to be compensated by IV fluid therapy.

Assessment of the intestinal microbiome

and clostridial organisms

Fecal samples were collected on day 1 of the
study and by owners at home on days 7, 21, and 42.
Fecal samples were frozen immediately after collec-
tion during hospitalization or by the owners at home.
All dog owners brought the frozen samples for long-
term storage at -80 °C on days 42 to 104. The fecal
samples were stored at -80 °C for a period between
5 and 550 days. Fecal samples could not be analyzed
from every dog on every day (Supplementary Table
S2). The analysis was possible in the following num-
bers of dogs: day 1, 8 of 12 (ST group), 8 of 12 (FMTT
group), and 8 of 8 (AT group); day 7, 10 of 12 (ST
group), 10 of 12 (FMTT group), and 7 of 8 (AT group);
day 21, 11 of 12 (ST group), 10 of 12 (FMTT group),
and 7 of 8 (AT group); and day 42, 11 of 12 (ST group),
10 of 12 (FMTT group), and 8 of 8 (AT group).

For analysis, fecal samples were sent on dry ice
to the Gastrointestinal Laboratory at Texas A&M Uni-
versity. Samples were assessed for the DI, the C per-
fringens 16S rRNA gene, enterotoxin- and NetF-en-
coding C perfringens, and C difficile. The Dl is based
on gPCR results of the abundance of 7 bacterial taxa
(namely, Faecalibacterium, Turicibacter, Streptococ-
cus, Escherichia coli, Blautia, Fusobacterium, and
P hiranonis) and total bacterial abundance. For as-
sessment of the severity of dysbiosis, a classification
of the DI, which has been shown to correlate with
metagenomic analysis, was used?2-24: D| > 2 was con-
sidered significant dysbiosis, and DI between 0 and
2 was considered mild-moderate dysbiosis. Samples
that had a DI < 0 but some bacteria outside the refer-
ence interval were characterized as minor changes.

For the C perfringens 16S rRNA, validated prim-
ers were used.??-32 The PCR was performed in a sin-
gle 30-cycle step by use of the HotStarTag Plus Mas-
ter Mix Kit (Qiagen NV). This step was followed by
incubation at 94 °C for 3 minutes and then 28 cycles
at 94 °C for 30 seconds, at 53 °C for 40 seconds, at
72 °C for 1 minute, and finally an elongation step at
72 °C for 5 minutes.33

The C perfringens enterotoxin gene and netF
gene were analyzed for each sample with gPCR. Total
fecal DNA was extracted and isolated by use of a vali-
dated protocol based on a bead-beating procedure
with a PowerSoil DNA Isolation Kit (Mo Bio Labora-
tories Inc).24 Validated primers were used for quanti-
fication of NetF coding and enterotoxin genes.” The
PCR was performed with specific conditions: (1) 20
seconds at 95 °C, (2) 5 seconds of 40 cycles at 95 °C,
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and (3) 10 seconds at the optimized annealing tem-
perature. The master mix of the assays consisted of 10
uL of TagMan reaction mixes. This mixture contains 5
uL TagMan Fast Universal PCR Master Mix no AmpEr-
ase UNG (2X) (Applied Biosystems), 1 uL water, 1 uL
of 1% bovine serum albumin, 0.4 L of each primer, 0.2
uL of probe, and 2 uL of DNA (1:10 or 1:100 dilution).
The PCR protocol for SYBR-based assays was per-
formed at 95 °C for 2 minutes, 40 cycles at 95 °C for
5 seconds, and 10 seconds at the optimized annealing
temperature. The PCR was performed by use of 10 pL
of SYBR-based reaction mix, which contains 1.6 uL
of water, 5 uL of SsoFast EvaGreen Supermix (Bio-
Rad Laboratories Inc), 2 uL of DNA (1:10 or 1:100
dilution), 0.4 uL of each primer (final concentration,
400 nM), and 1 pL of 1% bovine serum albumin (final
concentration, 0.1%).7

Clostridioides difficile was also measured with
a qPCR assay.** A master mix consisting of 2 pL of
DNA, 5 pL of SsoFast Probes Supermix, 2.35 uL of
water, 0.15 uL of probe, and 0.25 uL of each primer
was used. Cycling conditions included incubation for
2 minutes at 95 °C, 40 cycles for 5 seconds at 95
°C, and 10 seconds at the optimized annealing tem-
perature. A commercial gPCR thermal cycler (CFX96
Real-Time PCR Detection System; Bio-Rad Laborato-
ries Inc) was used for the reactions.34

Statistical analysis

Excel version 16.71 (Microsoft Corp) and Prism
version 9.5.1 (GraphPad Software Inc) were used
for the statistical analyses. Normal distribution was
tested with the Shapiro-Wilk normality test. For
data over time, a mixed-effects model adjusted for
multiple comparisons with the Geisser-Greenhouse
correction was used. Correlations were performed
with the Spearman rank correlation test or Pearson
correlation coefficient depending on the distribu-
tion. A P value < .05 was considered significant. In
order to see a difference of 1 to 3 points between
the 2 groups (the group with FMT and the group
without FMT), 15 patients per group were required,
with o = 1.5, power > 80%, and P < .05. The power
analysis was performed to compare the ST and FMTT
groups. Due to the decision of the treating veterinar-
ian, some dogs received antibiotics. For this reason,
a third group was formed retrospectively. Within the
AT group, no distinction was made between FMT

plus AT and ST plus AT, as it was assumed that the
antibiotics had the most significant influence on the
microbiome. Therefore, all dogs that received anti-
biotics were combined as 1 group, regardless of the
underlying randomized therapy.

Results
Study population

Thirty-two dogs were included in the study. Ini-
tially, 16 dogs were randomized to the ST group and
16 dogs to the FMTT group. After enrollment and
during hospitalization, 8 of the 32 dogs received
antibiotics. One dog from the FMTT group received
12.5 mg/kg of amoxicillin-clavulanic acid every 8
hours on day 3 because of a nephrolith, and a urinary
infection was found incidentally. The other 7 dogs re-
ceived antibiotics based on the decision of the treat-
ing veterinarian, who classified the dogs as septic
(all showed at least one of the criteria listed in Table
1). Of the 7 dogs in which sepsis was suspected, 4
were in the ST group and the other 3 were in the
FMTT group. Of these 7 dogs, 6 received amoxicillin-
clavulanic acid at a dosage of 20 mg/kg, |V, every 8
hours, and 1 dog received marbofloxacin at a dosage
of 4 mg/kg, IV, for 1 day, and then 2 mg/kg, IV, every
24 hours. This dog was given marbofloxacin because
of previous allergic signs to amoxicillin-clavulanic
acid. Dogs that were in the FMTT group and received
antibiotics still received FMT. Antibiotic therapy was
started on day 2 in 6 of 7 dogs and on day 3 in 1 of
7 dogs.

Signalment

The signalment of the different treatment groups
is shown in Table 2. The groups did not show a sig-
nificant difference in age or weight (P > .05).

Clinical severity

Overall, dogs were hospitalized for a mean of
3 days (range, 1 to 5 days). No significant differ-
ences in clinical severity based on the AHDS index
between the treatment groups at any time point ex-
cept day 2 were detected. On day 2, the AT group
showed a significantly higher (P = .046) AHDS in-
dex (mean, 9; range, 4to 11) compared to the FMTT
group, in which the dogs showed a mean AHDS in-
dex of 5.7 (range, 2 to 10), as shown in Figure 1.

Table 2—Signalment of the different treatment groups for dogs with acute hemorrhagic diarrhea syndrome.

ST group FMTT group AT group P value
Age (y) 8.1(1.2-14.1) 5.5 (1.3-10.9) 7.2 (1.5-12.5) P = 145
P = 655~
P = 34FA
Weight (kg) 11.3(1.8-19.2) 15.8 (4.5-46) 12.1 (4.4-32) P = 245F
P =795~
P = 47FA
Sex 8 females (3 spayed) 5 females (1 spayed) 5 females (3 spayed)

4 males (2 neutered)

7 males (2 neutered)

3 neutered males

Age and weight for each treatment group are presented as the median and range. A P value < .05 is considered significant.
AT = Antibiotic treatment. FMTT = Fecal microbiota transplantation. ST = Symptomatic treatment.
The superscript letters indicate the corresponding treatment groups. AAT group. FFMTT group. SST group.
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Figure 1—Comparison of the acute hemorrhagic di-
arrhea syndrome (AHDS) index between the differ-
ent treatment groups. The AHDS index of each dog is
shown as an individual dot. The horizontal lines show
the mean values. The gray dots represent the symp-
tomatic treatment (ST) group. The black dots repre-
sent the fecal microbiota transplantation treatment
(FMTT) group. The red dots represent the antibiotic
treatment (AT) group. No significant differences be-
tween the treatment groups at any time point were
found except on day 2; on this day, the AHDS index
was significantly higher in the AT group than in the
FMTT group (P = .046).

It has to be highlighted that all dogs in the antibiotic
group except the one with the nephrolith and the uri-
nary infection were classified as clinically severe and
potentially septic on day 1 (AHDS index > 9). More-
over, the mean hospitalization time for dogs in the
AT group was 4 days (range, 3 to 5 days), which was
significantly longer compared to the dogs in the ST
group (mean, 2 days; range, 1 to 4 days; P <.01) and
the dogs in the FMTT group (mean, 3 days; range, 1
to 5 days; P=.04).

Assessment of the microbiome
and clostridial organisms

Some dogs independent of the treatment
groups showed an increased DI (DI > 0) on day 1 of
the study. Significant dysbiosis (DI > 2) was found
in 5/24 dogs (3/8 from the ST group and 2/8 from
the AT group). The increase in DI was transient in
the FMT and ST groups as the majority of dogs had
a Dl < 0atday 42. In the AT group, in contrast to the
ST and FMTT groups, several dogs had a persistent-
ly increased DI until day 42, with as many as 3 of 8
dogs showing significant dysbiosis on day 42. No
significant difference between the different therapy
groups in terms of DI was found with the excep-
tion of day 42; on this day, the DI was significantly
higher in the AT group (median, 0.75; minimum to
maximum, -5.2 to 2.8) compared with the ST group
(P =.01; median, -4.5; minimum to maximum, -6.1
to 2.8) and the FMTT group (P = .03; median, -3.9;
minimum to maximum, -6.3 to 1.2), as shown in
Figure 2.
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Figure 2—Assessment of microbiome changes. The
graph shows the direct comparison between the treat-
ment groups and accordingly shows the changes in the
dysbiosis index over time. The horizontal lines show the
median values.

In 75% (5/8 from the ST group, 7/8 from the
FMTT group, and 6/8 from the AT group) of the
dogs, C perfringens as assessed by the 16S rRNA
gene, indicating total C perfringens organisms, in-
creased above the reference interval on day 1. In
all but 2 dogs (1 each from the ST and AT groups),
C perfringens abundance returned to within the ref-
erence interval. Regarding the different treatment
groups, there was only a significant difference on
day 7 between the ST and AT groups (P < .01). On
this day, the dogs in the AT group showed a lower
C perfringens log DNA than the ST group. Otherwise,
no significant differences were detected between the
different treatment groups at any other time point.

A total of 67% (5/8 from the ST group, 6/8 from
the FMTT group, and 5/8 from the AT group) of the
dogs showed C perfringens encoding for enterotoxin
above the reference interval on day 1. In all groups,
independent of therapy, the increase was transient,
and in all but 3 dogs (1 from each treatment group),
the abundance returned to within the reference in-
terval on day 42. No significant correlation was ob-
served between clinical severity (AHDS index) and
the presence of enterotoxin-encoding C perfringens
at any day. No significant difference in the abun-
dance of the C perfringens enterotoxin gene could
be determined between the different treatments
with the exception of day 7, in which dogs in the ST
group had a significantly higher abundance of C per-
fringens encoding for enterotoxin compared with the
AT group (P =.01).

On day 1, 67% of all dogs were positive for NetF-
toxin-producing C perfringens. A rapid decrease in
the prevalence of these organisms in all groups inde-
pendent of treatment then occurred. By day 7, 22% of
all dogs (and by day 21, only 1/28 of the dogs) from
the ST group were still positive (Figure 3). No signifi-
cant differences in NetF-encoding C perfringens be-
tween the different groups on any day were found.

In our study, 29% of all dogs showed a reduced
abundance of P hiranonis on day 1. This decrease
was transient in the ST and FMTT groups, as P hira-
nonis normalized in all dogs except in the AT group.

5
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Figure 3—Comparison of NetF-encoding Clostridium
perfringens between different treatment groups. The
graph shows the log DNA of NetF-encoding C perfrin-
gens as individual dots. The horizontal lines show the
mean values of each treatment group.

In the AT group, 4 of 8 dogs still showed reduced
P hiranonis on day 42. No significant differences be-
tween the treatment groups were detected except
on day 7 (Figure 4). On this day, the AT group (me-
dian, 3.3; minimum to maximum, 0.1 to 6.0) showed
a significantly (P = .03) lower P hiranonis log DNA
compared to the FMTT group (median, 6.4; minimum
to maximum, 5.3 to 7.1).
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Figure 4—The changes in Clostridium hiranonis abun-
dances in the different treatment groups over time.
The gray area indicates the reference interval for C hi-
ranonis. The gray dots show the abundance of the ST,
the black dots of the FMTT, and the red dots of the AT
group. The horizontal lines show the median values of
the log DNA.

Clostridioides difficile was detected in a total of
8 of 32 dogs at different time points (3/24 on day 1,
4/28 on day 7, 3/28 on day 21, and 4/29 on day 42).
Five of the 8 dogs also showed a reduction in P hi-
ranonis. No significant differences in the abundance
of C difficile between the different treatment groups
at any time point were found. To better visualize the
development of C difficile between the different treat-
ment groups, a figure was included in the supplemen-
tary material (Supplementary Figure S1).

6

Discussion

In this study, symptomatic therapy was com-
pared with the use of FMT in dogs with AHDS re-
garding the clinical course, changes in potentially
enteropathogenic bacterial strains, and DIl. From
both groups, a third group was established during
the clinical trial that consisted of the dogs that re-
ceived antibiotics in addition to their respective
therapy. The study showed that neither FMT nor an-
tibiotic therapy was associated with a faster clinical
improvement. In addition, no AT regime was superior
to standard treatment with or without FMT alone in
reducing the number of C perfringens strains.

Fecal microbiota transplantation aims to modu-
late the recipient’s microbiome to become more simi-
lar to that of the donor.17.21.35 Fecal microbiota trans-
plantation is used more frequently in clinical practice
in an attempt to modulate intestinal dysbiosis and
improve gastrointestinal signs. In a study3® of dogs
with lymphoplasmacytic enteritis, a significant im-
provement in clinical signs at 2 weeks after FMT was
detected and a significant increase in Fusobacterium
spp was also noted. In a case series?’ of 16 dogs with
chronic diarrhea, the DI normalized 1 week after FMT
and the concentrations of Faecalibacterium spp and
P hiranonis increased. In a recently published study,?5
FMT was found to be useful as an adjunct to standard
treatment for dogs with chronic enteropathy. In that
study, 75% of the dogs showed less diarrhea and were
more active. In addition, FMT has resulted in faster
improvement of diarrhea and shorter hospitalization
times in dogs with parvovirosis.2® Based on the similar
clinical appearance and histopathologic findings,®> we
hypothesized that the use of FMT in dogs with AHDS
would be associated with faster clinical improvement
and normalization of the microbiome. In our study, all
dogs showed a very rapid clinical improvement and
none of the dogs died during the observation time
due to AHDS, independent of the treatment modality.
Dogs in the AT group, which had been retrospectively
allocated into this group due to the suspicion of sep-
sis, presented a tendency toward a higher AHDS index
on the first 2 days compared to the other treatment
groups. This finding could be explained by the bias of
administering antibiotics to more severely affected
dogs. Overall, no significant differences in the short-
term recovery and clinical course between treatment
groups were found. These findings agree with the re-
sults from other studies on FMT in dogs with AHDS.
In the study by Jugan et al,*® FMT was compared to
probiotics and no significant difference in terms of
clinical improvement could be determined between
the 2 treatment modalities. Similarly, in a study by Gal
et al,*® no faster clinical improvement in clinical signs
could be obtained with the use of FMT. The modality
of FMT could possibly affect the clinical outcome. In
this study, FMT was administered to the dogs through
a rectal enema. Given that dogs with AHDS exhibit
increased fecal defecation frequency and potentially
tenesmus, some dogs expelled the FMT shortly after
administration. This fact was a limitation of the study,
and it is possible that employing an alternative FMT
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method, such as delivering feces into the duodenum
via gastroduodenoscopy or using lyophilized cap-
sules for oral therapy, would have yielded different
results. However, in general, demonstrating any posi-
tive treatment impact is challenging due to the self-
limiting nature of AHDS, both in terms of clinical signs
and inherent intestinal dysbiosis. Subtle variances in
clinical improvement and the restoration of the intes-
tinal microbiota might become apparent with a larger
number of dogs per study group. Another limitation
of the study was that dogs in which an FMT was not
performed did not receive a placebo procedure. A
placebo FMT could have significantly influenced the
fecal consistency and could have provided different
results. However, there was no significant difference
in fecal consistency between the groups, which is why
this was also not considered a primary limitation.

The AT group was included retrospectively, as
some dogs required antibiotic administration. This was
also a limitation, as this group lacked standardization.
Nevertheless, we considered it useful to include the an-
tibiotic group and analyze the comparisons between
the 3 groups, as antibiotics have the strongest effect on
the microbiome and, in contrast, FMT has a normalizing
effect on the microbiome. Furthermore, our results are
consistent with other studies!? that have shown that,
in terms of clinical improvement in dogs with AHDS, in
most cases (uncomplicated forms of AHDS), antibiot-
ics are not beneficial/necessary and can cause major
disruptions in the microbiome that can be long-lasting.

The DI allows a reliable evaluation of global shifts
in the intestinal microbiome.22-24 |n general, dogs with
acute diarrhea have mild-moderate changes in the
microbiome, which quickly return to normal; signifi-
cant and persistent increases in the DI, especially with
a decrease in P hiranonis, are usually seen only after
antibiotic therapy or in chronic enteropathies.12:40.41 |n
our study, some dogs showed an increased DI at base-
line. This increase was transient in the ST and FMTT
groups. Compared to the ST and FMTT groups, the AT
group continued to show an increased DI on day 42.
A long-term effect of antibiotic therapy on the micro-
biome could conceivably be the reason for the con-
sistently significant intestinal dysbiosis in those dogs.
Thus, it can be concluded that the use of FMT did not
produce a significantly more rapid improvement in the
changes in the microbiome but that antibiotics have a
negative influence on the intestinal microbiome.

A single dog in the ST group must be highlighted,
as this dog showed significant dysbiosis from days 1
to 42. During the examinations, a diaphragmatic hernia
was found incidentally. As mentioned previously, sig-
nificant dysbiosis usually results from antibiotic therapy
or chronic enteropathy.124041 Since this dog showed no
evidence of chronic enteropathy and had not received
any recent AT, the diaphragmatic hernia and its poten-
tial influence on the intestinal motility could have been
a possible cause of the significant dysbiosis.

In our study, 29% showed a reduction in the abun-
dance of P hiranonis on day 1. This decrease was tran-
sient except in the AT group. Within the AT group, 4 out
of the 8 dogs exhibited a decrease in P hiranonis levels,
which extended through day 42. Notably, C difficile was

identified in all 4 of these dogs. The correlation between
these 2 bacterial species has been established in vari-
ous studies.124243 Similar to the occurrence of signifi-
cant dysbiosis, a reduction in P hiranonis is usually found
only in dogs with chronic enteropathy or after the use of
antibiotics.124044 Thus, in the 4 dogs, the reason for the
decreased P hiranonis on day 42 is most likely a conse-
quence of the antibiotic therapy. However, these dogs
showed a reduction in P hiranonis already on day 1, so it
is also conceivable that the dogs had subclinical persis-
tent dysbiosis and were more susceptible to antibiotic-
induced dysbiosis.

In our study, C difficile was detected in 3 dogs on the
day of presentation. The limited occurrence implies that C
difficileis unlikely the causativeagentof AHDS. This finding
is consistent with the results of the study by Busch etal*®in
which no significant association between clinical severity
and the presence of the C difficile toxin A/B in dogs with
AHDS could be seen. On day 42, 4 dogs were positive for
C difficile, whereas the log DNA level was significantly
lower than at baseline. All dogs were asymptomatic. This
finding suggests that C difficile is detectable in some
dogs, but its presence has no clinical relevance and, ac-
cordingly, does not require specific therapy. What should
be mentioned, however, is that 3 of the 4 dogs (all from
the AT group) that were positive for C difficile on day 42
showed a reduction in the presence of P hiranonis on
both days 1 and 42. A reduction in the abundance of P
hiranonis (and therefore, abnormal bile acid conversion)
is associated with the presence of C difficile, as a normal
bile acid metabolism suppresses the proliferation of C diif-
ficile.12144243 Thus, it is possible that the dogs had sub-
clinical dysbiosis that favored the presence of C difficile.

Nevertheless, it is remarkable that across the treat-
ment groups, all but 2 dogs still showed minor chang-
es in the microbiome on day 42. One recent study*s
showed that dogs have an increase in the risk of de-
veloping chronic gastrointestinal signs after an AHDS
episode. As one highly possible cause of this increased
risk, an intestinal barrier dysfunction present during the
acute phase of AHDS resulting in sensitization of the
immune system to feed components was discussed.*
It is also conceivable that mild changes in the microbi-
ome could persist for an extended period of time and
thus be associated with chronic gastrointestinal signs
in some dogs.1217.2340 Therefore, longer follow-up pe-
riods of these veterinary patients are necessary to as-
sess the development of chronic enteropathies and the
impact of AHDS on the intestinal microbiome. It would
also be interesting to see whether microbiome chang-
es persist longer in dogs that have received antibiotics
and whether that group of dogs has an increased risk
of developing chronic gastrointestinal signs later in life.

Regarding NetF-encoding C perfringens, nearly
70% of the dogs were positive at presentation, but this
finding was transient in all the groups, and on day 42,
NetF-encoding C perfringens could be detected in only
1 dog. These results are in agreement with results of
other studies®4¢ in which > 50% of dogs with AHDS were
positive for NetF-encoding C perfringens on the day of
presentation, and these specific clostridial strains disap-
peared very quickly even without specific therapy. In our
study, no significant differences between the different
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treatment groups at any time point were found. This
finding supports the conclusion that NetF-toxin-pro-
ducing C perfringens disappears even in the absence
of any specific therapy (FMT or antibiotics). Although
1 dog from the AT group was suddenly positive for
NetF-encoding C perfringens again on day 42, the dog
had no other changes in the microbiome and was clas-
sified as normal. One dog from the AT group was sud-
denly positive for NetF-encoding C perfringens again on
day 42. The dog was asymptomatic, showed no other
changes in the microbiome and was categorized as nor-
mal based on the DI. This is not completely surprising,
as NetF toxin-producing C perfringens has also been
detected in some healthy and asymptomatic dogs, al-
though it has been clearly linked to the pathogenesis of
AHDS.® This occurrence resembles necrotizing enteritis
in chickens, which is caused by NetB-gene-encoding C
perfringens.1047.48 However, research’-4? indicates that
an infection solely associated with NetB-gene-carry-
ing C perfringens in chickens does not trigger a disease
outbreak; instead, a coinfection, such as with coccidia, is
necessary. A comparable mechanism might also be ap-
plicable to dogs with AHDS, suggesting that additional
risk factors may be required for the development of
hemorrhagic diarrhea in some dogs. Consequently, the
identification of NetF in this dog could be coincidental.
In summary, while NetF significantly contributes to the
pathogenesis of AHDS, it resolves swiftly and does not
necessitate specific treatment.

Clostridium perfringens enterotoxin and C per-
fringens 16S rRNA increased in a majority of AHDS
dogs on the day of presentation. While NetF is likely
a major virulence factor responsible for AHDS, other
extracellular enzymes and minor toxins produced by
overgrowing C perfringens strains may play a role
in the pathogenesis of this syndrome. Nevertheless,
the increase in C perfringens enterotoxin-encoding
strains and total C perfringens was transient in all 3
groups and returned in nearly every dog to the refer-
ence range regardless of the type of therapy.

In conclusion, affected dogs showed a rapid
clinical improvement with symptomatic therapy, and
antibiotic interventions were not beneficial in most
cases. In addition, Clostridia strains suspected to be
associated with AHDS rapidly disappeared irrespec-
tive of therapy. While FMT is unlikely to have a sig-
nificant beneficial impact on the recovery of the in-
testinal microbiome and the improvement of clinical
signs in the acute phase of AHDS, further research is
needed to assess its potential on producing a reduc-
tion in the frequency of long-term consequences.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

Supplementary Figure S1—Assessment of changes in C. difficile: The figure shows the
changes C. difficile abundances in the different treatment groups over time. The grey area
indicates the reference interval for C. difficile. And the grey dots show the abundance of
the ST, the black of the FMTT, and the red ones of the AT group.
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Supplementary Table S1—Criteria for evaluating acute canine hemorrhagic diarrhea

severity (AHDS) based on the ADHS index; AHDS total index: (1) 0-3: insignificant disease;
(2) 4-5: mild disease; (3) 6-8: moderate disease; or (4) 2 9: severe disease. For rating fecal
consistency, the Purina Fecal Scoring System for Dogs (PFS) was used.

Activity

Appetite

Fecal consistency
Fecal frequency
(times/day)

Vomiting (times/day)
Dehydration (%)

©The authors

0
Normal
Normal

PFS1-2

1

1
Mildly decreased
Mildly decreased
PFS 3-4
2-3

<5

2
Moderately decreased
Moderately decreased

PFS 5-6
4-5

2-3
5-10

3
Severely decreased
Severely decreased

PFS 7
>5

>3
>10



I'V. Publikation 3: Original-Publikation zur Studie 2

52

Supplementary Table S2—Overview of the evaluation of the AHDS index and the fecal
analysis; the graph shows the number of dogs for which the AHDS index and fecal analysis
results were available at the specific time points.

Dayl Day2 Day3 Weekl/Day7 Week2 Day2l1 Day42

AHDS index

ST 12712 12/12 10/12
FMTT 12/12 12712 11/12
AT 8/8 8/8 8/8
Total 32 32 29
Fecal analysis

ST 8/12

FMTT 8/12

AT 8/8

Total 24

10/12
11/12
7/8
28

10/12
10/12
7/8
27

10/12
11/12
7/8
28

11/12 11/12
10/12 10/12
7/8 8/8
28 29

ST: symptomatic treatment group; FMTT: fecal microbiota transplantation treatment group;

AT: antibiotic treatment group

©The authors
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V. DISKUSSION

In dieser Arbeit wird das akute hdmorrhagische Durchfallsyndrom (AHDS) des Hundes
umfassend untersucht, mit besonderem Fokus auf das Vorliegen einer Darmbarrierestérung
sowie auf mdgliche therapeutische Ansdtze, wobei die Kottransplantation (FMT) im

Mittelpunkt steht.

In der ersten Studie wird iiberpriift, ob Hunde mit AHDS eine gestdrte Darmbarriere aufweisen
und inwiefern diese mit dem klinischen Schweregrad der Erkrankung korreliert. Die Ergebnisse
zeigen, dass Hunde mit AHDS eine signifikant erhohte intestinale Permeabilitét (IP) haben, die
in engem Zusammenhang mit der Schwere der klinischen Symptome steht. Dies legt nahe, dass

eine beeintridchtigte Darmbarriere einen wichtigen Einfluss auf den Verlauf der Erkrankung hat.

Die zweite Studie vergleicht verschiedene Behandlungsmoglichkeiten fiir Hunde mit AHDS.
Die Therapieansidtze umfassen eine symptomatische Behandlung (ST), bestehend aus
Infusionstherapie, Antiemetika und Analgesie, sowie in der zweiten Gruppe die zusétzliche
Verabreichung einer Kottransplantation (FMT). In der FMT-Gruppe erhielten die Hunde
zweimal im Abstand von 48 Stunden eine FMT mittels rektalen Einlaufs. Eine dritte Gruppe
wurde retrospektiv gebildet, in der die Hunde unabhéngig von der Therapie (ST oder FMT)
zusétzlich mit Antibiotika (AT) behandelt wurden. Die Ergebnisse zeigen, dass weder FMT
noch Antibiotikatherapie zu einer schnelleren klinischen Besserung fiihrten. Zudem wurde kein
Vorteil der Antibiotikabehandlung gegeniiber der Standardtherapie oder der FMT in Bezug auf
die Reduktion von NetF-kodierenden C. perfringens festgestellt.

Die klinische Bewertung der Hunde in beiden Studien erfolgt mittels des AHDS-Indexes, eines
validierten Parameters zur Bestimmung des Schweregrads der klinischen Symptome (BUSCH
et al., 2015; MORTIER et al.,, 2015). Der Index umfasst verschiedene Faktoren wie
Allgemeinbefinden, Appetit, Kotkonsistenz, Erbrechen und Dehydrationsgrad (BUSCH et al.,
2015; MORTIER et al.,, 2015). Diese systematische Erfassung des Krankheitsverlaufs
ermoglicht eine fundierte Bewertung des Behandlungserfolgs in beiden Studien. Dieser Index
wurde wihrend des klinischen Aufenthalts tiglich erhoben und anschlieBend von den Besitzern
in einem Tagebuch dokumentiert. Zudem wurden Kriterien des “systemic inflammatory

response syndrome® (SIRS) erhoben, um Hinweise auf eine systemische Entziindungsreaktion
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zu gewinnen (HAUPTMAN et al., 1997; CHU et al., 2021; DUPONT et al., 2021). Diese
Kriterien beinhalten folgende Parameter: Hypo- oder Hyperthermie, Tachykardie, Tachypnoe,
Leukopenie oder Leukozytose, Linksverschiebung und Hypoglykdmie (HAUPTMAN et al.,
1997; CHU et al., 2021; DUPONT et al., 2021). Wenn Hunde mindestens zwei der Parameter
erflillten, wurden sie positiv fiir das Vorhandensein einer systemischen Entziindungsreaktion

klassifiziert.

Eine gestorte Darmbarriere ist gleichzusetzen mit einer erhdhten intestinalen Permeabilitét (IP).
Eine erhohte IP fiihrt dazu, dass neben erwiinschten Substanzen auch schidliche Stoffe die
Darmwand durchdringen und in den Blutkreislauf gelangen kénnen (DEITCH, 1993; KONIG
et al., 2016). Dies erhoht das Risiko schwerwiegender Komplikationen, wie die Entwicklung
einer Sepsis (MORTIER et al., 2015; UNTERER et al., 2015). In der ersten Studie wird
aufgezeigt, dass die Bestimmung der IP einen wichtigen Hinweis auf den Schweregrad der
Erkrankung liefert. Insbesondere kann sie Aufschluss geben tiber die Nihrstoff-Malabsorption,
die Absorption oral verabreichter Medikamente sowie iiber das erh6hte Risiko einer Bakterien-
oder Antigen-Translokation, die moglicherweise zu einer Sepsis oder einer Sensibilisierung des

Immunsystems fiihren kann (UNTERER et al., 2015; SKOTNITZKI et al., 2022).

Verschiedene Faktoren konnen die Integritit der Darmbarriere stdren und somit eine erh6hte
intestinale Permeabilitdt auslosen, wie etwa toxinproduzierende Bakterien (DEITCH, 1993;
SUN et al., 1998; KONIG et al., 2016; SKOTNITZKI et al., 2022). Beim Menschen
beispielsweise konnen Infektionen durch toxinproduzierende Bakterien (z. B. das Choleratoxin
von Vibrio cholerae oder das Shiga-Toxin von Escherichia coli O157:H7) das Darmepithel
erheblich schiadigen (MELTON-CELSA et al., 2012; CRISAN und HAMMER, 2020). Neben
der Exposition gegeniiber Toxinen kann auch eine Infiltration neoplastischer oder entziindlicher
Zellen in die Schleimhaut zu einer erhohten IP fiihren (DEITCH, 1993; SUN et al., 1998;
KONIG et al., 2016; SKOTNITZKI et al., 2022). Hunde mit AHDS haben aufgrund des
Vorliegens einer nekrotisierenden Enteritis (UNTERER et al., 2014; LEIPIG-RUDOLPH et al.,
2018) und des Nachweises von NetF-Toxin-produzierenden C. perfringens-Stimmen eine hohe
Wabhrscheinlichkeit fiir eine gestdrte Darmbarriere (MEHDIZADEH GOHARI et al., 2015;
LEIPIG-RUDOLPH et al., 2018; ZIESE et al., 2018; SINDERN et al., 2019; MEHDIZADEH
GOHARI et al., 2020). Diese Toxine zerstoren das Darmepithel und tragen so maf3geblich zur
Erhoéhung der IP bei (MEHDIZADEH GOHARI et al., 2015). Zusétzlich kann der massive
Fliissigkeitsverlust bei AHDS zu Dehydrierung und verminderter Durchblutung der Darmwand
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fiihren, was die Barrierefunktion weiter beeintrachtigt (MORTIER et al., 2015; UNTERER et
al., 2015; DUPONT et al., 2021).

In der durchgefiihrten Studie wurde zur Bestimmung der IP Iohexol verwendet, ein jodhaltiges
Kontrastmittel, das sich zum einen aufgrund seiner nicht-radioaktiven Eigenschaften eignet und
zum anderen weder durch bakteriellen Abbau noch durch Metabolismus beeintrichtigt wird,
sodass die Bewertung der Permeabilitit im gesamten Gastrointestinaltrakt mdglich ist
(STEINER et al., 2002; KLENNER et al., 2009; FRIAS et al., 2012). Aullerdem weist es eine
niedrige Osmolaritit auf und bindet somit nur minimal an Plasmaproteine. Iohexol zeichnet
sich zudem durch eine geringe Toxizitdt und eine gute Vertriaglichkeit aus (LASSER etal., 1962;
MUTZEL und SPECK, 1980; BETTMANN und MORRIS, 1986; STRUBE, 2007). Seine
hydrophile Beschaffenheit erschwert die Passage durch lipophile Zellmembranen (MUTZEL
und SPECK, 1980). Die Hunde mit AHDS zeigen signifikant hdhere Serum-Iohexol-
Konzentrationen (SIK) als die gesunden Kontrollhunde, was die Hypothese einer gestorten
Darmbarriere bestitigt. Interessanterweise haben jedoch nicht alle Hunde mit AHDS einen
erhohten SIK, was mdglicherweise auf unterschiedliche Schweregrade der
Schleimhautschiddigung zurlickzufiihren ist. AuBerdem ist der klinische Verlauf von AHDS sehr
dynamisch (LEIPIG-RUDOLPH et al., 2018). Bei den meisten Hunden tritt innerhalb weniger
Tage eine klinische Besserung ein und nur ein kleiner Teil entwickelt Komplikationen wie eine
signifikante Hypalbumindmie oder Anzeichen systemischer Entziindungsreaktionen

(MORTIER et al., 2015; UNTERER et al., 2015; DUPONT et al., 2021).

Ein weiterer erwdhnenswerter Befund ist die signifikant negative Korrelation zwischen
Hypalbumindmie und der Serum-lohexol-Konzentration (SIK). Hunde mit niedrigen
Serumalbuminwerten weisen signifikant hohere SIK auf als Hunde mit normalen
Serumalbuminkonzentrationen. Unerwartet zeigt jedoch ein Hund eine Hypalbumindmie bei
gleichzeitig niedrigem SIK. Dieser Befund ist iiberraschend, da Albumin mit einem
Molekulargewicht von 66.470 Dalton (RAOUFINIA et al., 2016) wesentlich groBler ist als
Iohexol (821 Dalton) (FRIAS et al.,, 2012), das aufgrund seiner geringeren GroBe die
Darmbarriere leichter passieren miisste. Mogliche Erklérungen fiir diesen Befund konnten eine
verzogerte Magenentleerung aufgrund krankheitsbedingter Hypomotilitdt oder individuelle

Unterschiede im Krankheitsverlauf sein.
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Die Studie zeigt eine signifikante Korrelation zwischen der Serum-lohexol-Konzentration
(SIK) und dem AHDS-Index. Dies stiitzt die Annahme, dass Hunde mit schwereren klinischen
Symptomen einen stirkeren Anstieg der intestinalen Permeabilitit (IP) aufweisen. Wahrend
anzunehmen ist, dass alle Hunde mit blutigem Durchfall eine gewisse Schleimhautschidigung
aufweisen, deutet ein erhohter SIK speziell auf Hunde mit einer ausgeprigteren

Schleimhautschiddigung hin.

Hunde, die zwei oder mehr SIRS-Kriterien erfiillten, wurden positiv fiir eine systemische
Entziindungsreaktion klassifiziert. Diese Hunde weisen signifikant hohere SIK-Werte auf als
Hunde ohne Anzeichen von SIRS. Dies untermauert ebenfalls den Zusammenhang zwischen
der Schwere der klinischen Symptome und dem Grad der IP. Trotz des Risikos einer bakteriellen
Translokation zeigt sich bei den meisten Hunden mit AHDS eine rasche Besserung allein durch
symptomatische Behandlung (UNTERER et al., 2015). In der ersten Studie wurden sechs
Hunde aufgrund des Verdachts auf eine Sepsis mit Antibiotika behandelt. Diese Hunde haben
signifikant hohere SIK-Werte als andere Patienten und wurden als klinisch schwerer krank
eingestuft (AHDS-Index > 9). Drei dieser Hunde weisen die hochsten SIK-Werte auf (180
pug/ml, 212 pg/ml, 246 pg/ml), was auf den hochsten Grad an IP hindeutet. Diese Befunde
stiitzen die Hypothese, dass eine schwere Schadigung der Darmbarriere die Translokation von
Darmbakterien beglinstigt, was wiederum Sepsis Symptome verursacht (UNTERER et al.,
2015). Um dies zweifelsfrei zu bestitigen, wiren Blutkulturen oder die Messung von
Lipopolysacchariden erforderlich gewesen. Moglicherweise lag bei diesen Hunden keine
Sepsis vor, sondern lediglich eine schwere systemische Entziindungsreaktion, sodass eine
antibiotische Behandlung nicht zwingend erforderlich gewesen wire. Bereits die Studie von
Unterer et al. zeigt, dass der Einsatz von Antibiotika bei Hunden mit aseptischem AHDS zu
keiner signifikant schnelleren klinischen Besserung fiihrt (UNTERER et al., 2015). Ahnliche
Ergebnisse erzielt die zweite Studie. Weder der Einsatz von Antibiotika noch die FMT zeigen

eine signifikante Beschleunigung der klinischen Genesung.

Die Kottransplantation bezeichnet die Ubertragung von Kot eines gesunden Spenders auf einen
kranken Empfinger (KHORUTS und SADOWSKY, 2016; BERLANDA et al., 2021;
CHAITMAN und GASCHEN, 2021). Dabei wird angestrebt, das Mikrobiom und Metabolom
des Empfingers positiv zu beeinflussen und in ein gesundes Gleichgewicht zuriickzufiihren
(KHORUTS und SADOWSKY, 2016; BERLANDA et al., 2021; CHAITMAN und
GASCHEN, 2021). Der Effekt beruht auf einem Zusammenspiel mehrerer Faktoren (KELLY
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et al,, 2015; KHORUTS und SADOWSKY, 2016; CHAITMAN und GASCHEN, 2021;
TAKACOVA et al., 2022). Die Wirkung entsteht durch direkte Zell-zu-Zell-Interaktionen oder
durch Metabolite, die entweder von den Mikroben selbst produziert werden, oder durch die
Umwandlung von Molekiilen entstehen (AGUS et al., 2018). Durch die Kottransplantation
steigt der Gehalt an sekundiren Gallensduren, die einen antiinflammatorischen Effekt haben
und das Wachstum von C. perfringens, Clostridioides difficile (C. difficile) und Escherichia
coli (E. coli) hemmen (DUBOC et al., 2012; DUBOC et al., 2013; SHIN et al., 2013; AGUS et
al., 2018; CHAITMAN und GASCHEN, 2021; BLACHER E., January 2017). Zudem erhoht
die FMT den Gehalt an Tryptophan und dessen Metaboliten (z. B. Indol und Serotonin), die
positive Effekte auf Entziindungsmechanismen, Immunreaktionen, neurobiologische
Funktionen, Darmmotilitdt und Muzin-Produktion haben (BANSAL et al., 2010; AGUS et al.,
2018; ALEXEEV et al., 2018). Auch der Gehalt an kurzkettigen Fettsduren (z. B. Acetat,
Butyrat, Propionat) steigt durch die Kottransplantation an, was den Glukose-, Cholesterin- und
Lipidstoffwechsel positiv beeinflusst und Entziindungsreaktionen verringert (ARPAIA et al.,
2013; DEN BESTEN etal., 2013; KHORUTS und SADOWSKY, 2016; ZHANG und DAVIES,
2016; QURAISHI et al., 2020). Zudem wird durch die FMT vermehrt Interleukin (IL)-22
sekretiert, was zur Aufrechterhaltung der Darmbarriere, zur epithelialen Proliferation, zur
Wundheilung sowie zur Produktion antimikrobieller Peptide und Muzin beitrigt (BANSAL et
al., 2010; KHORUTS und SADOWSKY, 2016).

Bei Hunden mit Parvovirose zeigt eine Studie, dass die Kottransplantation zu einer signifikant
schnelleren Verbesserung der Kotkonsistenz bei den iiberlebenden Welpen sowie zu einer
verkiirzten Hospitalisierungszeit fiihrt (PEREIRA et al.,, 2018). Da das klinische und
histologische Bild der Parvovirose dem des AHDS sehr dhnlich ist (UNTERER et al., 2015;
GAL et al., 2021), wurde auch bei Hunden mit AHDS ein positiver Effekt der FMT erwartet.

Diese These konnte in der vorliegenden Studie jedoch nicht bestitigt werden.

Eine mogliche Erkldrung kann die Verabreichungsmethode sein, da einige Hunde den
transplantierten Kot aufgrund der erhdhten Kotabsatzfrequenz und des Tenesmus schnell
wieder ausgeschieden haben. Eine alternative Verabreichungsmethode, wie die Applikation
mittels Gastroduodenoskopie ins Duodenum oder in Form von lyophilisierten Kapseln, konnte
zu anderen Ergebnissen fiihren. Da AHDS in den meisten Féllen selbstlimitierend verlduft, ist
es zudem schwierig, den positiven Effekt einer FMT in akuten Phasen nachzuweisen. Hierfiir

wire eine groBere Probandengruppe sowie der Einsatz einer Placebo-FMT erforderlich.
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Ziel der zweiten Studie ist es, die Verdnderungen des Darmmikrobioms bei Hunden mit AHDS
zu bestimmen und zu untersuchen, ob der Einsatz einer Kottransplantation zu einer schnelleren

Normalisierung des Mikrobioms fiihrt.

Der Dysbiose Index (DI) ist ein validierter Test zur Beurteilung von Verschiebungen im
Mikrobiom (ALSHAWAQFEH et al., 2017; PILLA et al., 2020; SUCHODOLSKI, 2022;
SUNG et al., 2023). Dieser Test basiert auf der Analyse von Kotproben und quantifiziert sieben
Bakterientaxa sowie die Gesamtzahl der vorhandenen Bakterien mittels Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) (ALSHAWAQFEH et al., 2017). Der DI ermdglicht eine Bewertung der
Dysbiose bei Hunden und Katzen. Hunde mit akutem Durchfall zeigen in der Regel leichte bis
méfige Veranderungen im Mikrobiom, die voriibergehend sind und sich schnell normalisieren
(PILLA und SUCHODOLSKI, 2019; CHAITMAN et al., 2020; ZIESE und SUCHODOLSKI,
2021). Signifikante und anhaltende Dysbiosen treten hdufiger nach einer Antibiotikatherapie
oder bei chronischen Enteropathien auf (PILLA und SUCHODOLSKI, 2019; ZIESE und
SUCHODOLSKI, 2021; SUCHODOLSKI, 2022).

Zu Beginn der Studie zeigen einige Hunde eine Dysbiose, die sich in der ST-Gruppe und in der
FMT-Gruppe schnell normalisiert. Hunde, die Antibiotika erhielten, zeigen jedoch auch nach
42 Tagen eine anhaltende Dysbiose, was auf die negativen Langzeiteffekte von Antibiotika auf

das Darmmikrobiom hindeutet.

Als weiterer relevanter Befund ist die Rolle von Peptacetobacter hiranonis (P. hiranonis;
ehemals Clostridium hiranonis) zu nennen, welches fiir die Umwandlung von priméren in
sekundire Gallensduren verantwortlich ist (WANG et al., 2019; WERNER et al., 2023). Ein
Mangel an P. hiranonis fithrt zu einem erhohten Vorkommen von priméren Gallensduren, die
krebserregend wirken und zudem Durchfall verursachen kénnen (DUBOC et al., 2012;
DUBOC et al., 2013; SHIN et al., 2013; CHAITMAN und GASCHEN, 2021; REZEN et al.,
2022). Zu Beginn der Studie wird bei 29 % der Hunde eine reduzierte P. hiranonis-
Konzentration festgestellt, die jedoch nur in der Antibiotikagruppe (4 von 8 Hunden) anhaltend
ist. Dies konnte auf eine subklinische, persistierende Dysbiose hindeuten, da alle betroffenen
Hunde bereits zu Studienbeginn niedrige P. hiranonis-Werte aufwiesen. Diese Ausgangslage
kann eine antibiotikainduzierte Dysbiose verstirken. Zudem sind alle vier Hunde positiv fiir C.

difficile. Dies war zu erwarten, da der Zusammenhang zwischen beiden Bakteriengruppen in
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mehreren Studien nachgewiesen wurde (THANISSERY et al., 2020; HROMADA et al., 2021;
ZIESE und SUCHODOLSKI, 2021; WERNER et al., 2023).

Zu Beginn der Studie sind 70 % der Hunde fiir NetF-kodierenden C. perfringens positiv. Dies
deckt sich mit den Ergebnissen anderer Studien (ZIESE et al., 2018; SINDERN et al., 2019)
und bestétigt, dass diese Clostridien-Stamme mit der Pathogenese von AHDS assoziiert sind.
Die Studie zeigt, dass NetF-kodierende C. perfringens selbstlimitierend sind und keine
spezifische Therapie erfordern, da es keinen signifikanten Unterschied zwischen den
Behandlungsgruppen gibt und am Tag 42 nur noch ein Hund positiv getestet wurde. Da dieser
Hund keine klinischen Anzeichen von AHDS zeigte und die Studie von Sindern et al. ergibt
(SINDERN et al., 2019), dass NetF bei gesunden Hunden vorkommen kann, sind vermutlich
weitere Risikofaktoren notwendig, um AHDS auszulGsen. Dies ist vergleichbar mit der
nekrotisierenden Enteritis bei Hithnern, bei der eine Infektion mit NetB-Gen-kodierenden C.
perfringens allein keine Erkrankung auslost, eine Koinfektion, z. B. mit Kokzidien, jedoch zu
einer Erkrankung flihrt (KIU und HALL, 2018; NAVARRO et al., 2018; MWANGI et al., 2019;
VAN DAMME et al., 2020).

Bei einigen Hunden konnen am Tag 42 noch leichte Verdnderungen im Mikrobiom
nachgewiesen werden. Dies ist unerwartet, da Hunde mit akuten gastrointestinalen Symptomen
in der Regel schnell in ihren Normalzustand zurlickkehren (PILLA und SUCHODOLSKI,
2019; CHAITMAN et al., 2020; ZIESE und SUCHODOLSKI, 2021). Manche Hunde
entwickeln nach einer AHDS-Episode chronische gastrointestinale Symptome (SKOTNITZKI
et al., 2022). Eine mogliche Ursache konnte sein, dass geringfligige Verdnderungen im
Mikrobiom iiber einen ldngeren Zeitraum bestehen bleiben und bei einigen Hunden chronische
Symptome auslosen (PILLA und SUCHODOLSKI, 2019; CHAITMAN und GASCHEN, 2021;
ZIESE und SUCHODOLSKI, 2021; SUCHODOLSKI, 2022). Basierend auf den Ergebnissen
der ersten Studie ist eine weitere Ursache fiir Spétfolgen denkbar: Eine Stoérung der
Darmbarriere konnte zu einer Sensibilisierung des Immunsystems gegeniiber
Futtermittelbestandteilen fiihren, die in der akuten Phase vermehrt in die Blutbahn gelangen
(SKOTNITZKI et al., 2022). Zukiinftige Studien kdnnten die Patienten iiber einen ldngeren
Zeitraum beobachten, um die Entwicklung chronischer Enteropathien und die langfristigen
Auswirkungen von AHDS auf das Darmmikrobiom zu beurteilen. Besonders bei Hunden, die
Antibiotika erhielten und hohe SIK-Werte aufweisen, wire ein erhohtes Risiko fiir die

Entwicklung chronischer gastrointestinaler Symptome denkbar.
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AbschlieBend zeigen die Ergebnisse beider Studien, dass eine gestorte Darmbarriere bei
Hunden mit AHDS eine zentrale Rolle spielt und mit dem klinischen Schweregrad korreliert.
Obwohl FMT in akuten Fillen von AHDS keine signifikante klinische Verbesserung bewirkt,
konnten alternative Verabreichungsmethoden oder der FEinsatz in chronischen Féllen
vielversprechend sein. Zukiinftige Untersuchungen sollten sich auf den Langzeiteffekt von
FMT auf das Mikrobiom und die Darmbarriere sowie auf die Auswirkungen von Antibiotika-

induzierten Dysbiosen konzentrieren.
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VI. ZUSAMMENFASSUNG

Diese Arbeit widmet sich der Untersuchung des akuten hdmorrhagischen Durchfallsyndroms
(AHDS) bei Hunden, mit besonderem Schwerpunkt auf der Stérung der Darmbarriere sowie

auf verschiedenen therapeutischen Ansitzen, insbesondere die Kottransplantation (FMT).

Die vorliegenden Studien zeigen, dass Hunden mit AHDS eine signifikant erhdhte intestinale
Permeabilitit (IP) aufweisen, gemessen durch die Serum-Iohexol-Konzentration (SIK). Es
besteht eine klare Korrelation zwischen der erh6hten IP und dem Schweregrad der klinischen
Symptome. Hunde mit schwereren Krankheitsverldufen, bewertet anhand des AHDS-Indexes
und der SIRS-Kriterien, weisen eine stirkere Storung der Darmbarriere auf. Diese Erkenntnisse
legen nahe, dass die Schidigung der Darmbarriere eine zentrale Rolle in der Pathophysiologie
von AHDS spielt. Dennoch sind weitere umfassende Studien erforderlich, um die langfristigen
Auswirkungen einer gestorten Darmbarriere auf die Entwicklung chronischer

Darmerkrankungen bei betroffenen Hunden besser zu verstehen.

In Bezug auf die therapeutischen Ansitze ist festzuhalten, dass eine rein symptomatische
Therapie in den meisten Féllen zu einer raschen klinischen Verbesserung fiihrt. Der Einsatz von
Antibiotika bringt hingegen keinen signifikanten Nutzen in Bezug auf die Dauer des
Durchfallgeschehens, da sich die Geschwindigkeit der klinischen Besserung zwischen Hunden,
diec mit Antibiotika behandelt wurden, und solchen, die ohne diese auskamen, nicht
unterscheidet. Dariiber hinaus verschwinden die mit AHDS assoziierten NetF-kodierenden C.
perfringens unabhingig von der durchgefiihrten Therapie. Diese Ergebnisse deuten darauf hin,
dass intestinale Uberwucherungen durch Clostridien-Stimme, die mit AHDS in Verbindung

stehen, selbstlimitierend sind und keine spezifische antibiotische Behandlung erfordern.

Auch die Rolle der FMT bei AHDS wird eingehend untersucht. Es kann festgehalten werden,
dass FMT in der akuten Phase des Syndroms weder eine signifikant schnellere Normalisierung
des Darmmikrobioms noch eine schnellere klinische Besserung bewirkt. Wahrend FMT in
akuten Fillen von AHDS keinen eindeutigen therapeutischen Vorteil zeigt, konnte sie in der
Priavention von langfristigen Folgen, wie chronischen Darmbeschwerden, niitzlich sein. Weitere
Studien sind erforderlich, um das Potenzial von FMT zur Reduzierung langfristiger

Komplikationen zu bewerten, insbesondere in Bezug auf die Wiederherstellung der
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Darmbarriere und die Modulation des Mikrobioms bei Patienten mit rezidivierenden oder

chronischen Beschwerden.

FMT zeigt vielversprechende Ergebnisse bei der Behandlung von Parvovirus-Enteritis,
antibiotikainduzierten Dysbiosen und chronischen Enteropathien bei Hunden und Katzen. Um
den therapeutischen Nutzen weiter zu steigern, sind zusitzliche Forschungsprojekte
erforderlich - sowohl zur Anwendung von FMT bei Erkrankungen anderer Organsysteme
aullerhalb des Gastrointestinaltrakts als auch zur Optimierung der Lagerung und Verabreichung
von Spenderkot. Derzeit ist die Durchfiihrung einer FMT noch zeitaufwendig, insbesondere
aufgrund logistischer Hiirden bei der Beschaffung geeigneten Spenderkots. In Zukunft konnte
die Entwicklung von Kotbanken mit gesunden Spendern, die Herstellung von
gefriergetrockneter Produkte und alternative Verabreichungsmethoden, wie die orale Gabe in

Kapselform, den klinischen Einsatz erleichtern.

AbschlieBend ist festzuhalten, dass FMT eine sichere, gut vertridgliche und wenig invasive
Methode ist, die in jeder Tierarztpraxis durchgefiihrt werden kann. Sie kann besonders als
mikrobiommodulierende Ergdnzungstherapie bei bestimmten gastrointestinalen Erkrankungen
wie Parvovirus-Enteritis und chronischen Enteropathien bei Hunden und Katzen von Nutzen

sein.



VII. Summary 63

VII. SUMMARY

This thesis is dedicated to the research of acute hemorrhagic diarrhea syndrome (AHDS) in
dogs, with particular focus on the disruption of the intestinal barrier and on different therapeutic

strategies, especially fecal microbiota transplantation (FMT).

The present studies show that dogs with AHDS have significantly increased intestinal
permeability (IP) as measured by serum iohexol concentration (SIK). There is a clear
correlation between the increased IP and the severity of the clinical signs. Dogs with more
severe disease activity, as assessed by the AHDS-index and SIRS criteria, have more severe
intestinal barrier dysfunction. These findings suggest that damage to the intestinal barrier plays
a central role in the pathophysiology of AHDS. However, further research is needed to better
understand the long-term impact of intestinal barrier dysfunction on the development of chronic

intestinal disease in affected dogs.

With regard to therapeutic options, it is found that purely symptomatic therapy led to rapid
clinical improvement in most cases. The use of antibiotics, on the other hand, does not achieve
any additional benefit in terms of a shorter duration of diarrhea in the majority of cases. There
is no significant difference in the pace of clinical improvement between dogs treated with and
those without antibiotics. In addition, the reduction of NetF-encoding C. perfringens associated
with AHDS is not dependent on the therapeutic strategy. These results suggest that the intestinal
overgrowth of clostridial strains associated with AHDS is self-limiting and does not require

specific antibiotic treatment.

The role of FMT in AHDS is also being studied in detail. It can be concluded that FMT in the
acute phase of the syndrome does not significantly result in faster normalization of the gut
microbiome or faster clinical improvement. Thus, while FMT does not show a clear therapeutic
benefit in acute phase of the enteritis, it could be beneficial in the prevention of long-term
consequences, such as chronic intestinal disorders. Further studies are needed to assess the
potential of FMT to reduce long-term complications, particularly in terms of restoring the gut

barrier and modulating the microbiome in patients with recurrent or chronic symptoms.
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FMT shows promising results in the treatment of parvovirus enteritis, antibiotic-induced
dysbiosis and chronic enteropathies in dogs and cats. In order to further increase the therapeutic
benefit, additional research projects are required - both on the use of FMT in diseases of other
organ systems beyond the gastrointestinal tract and on optimizing the storage and route of
administration of donor feces. Currently, performing FMT is still time-consuming, particularly
due to logistical hurdles in obtaining suitable donor feces. In the future, the development of
fecal banks with healthy donors, the production of freeze-dried products and alternative
administration methods, such as oral administration in capsule form, could facilitate clinical

use.

In conclusion, FMT is a safe, well-tolerated and less invasive method that can be performed in
any veterinary practice. It could be particularly useful as a microbiome-regulating
complementary therapy for certain gastrointestinal diseases such as parvovirus enteritis and

chronic enteropathies in dogs and cats.
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