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1. Einleitung

1. Einleitung

In den letzten Jahren zeichnet sich ein steigender Trend unter Hundehaltern ab, Hunde
entsprechend ihrem Vorfahren, dem Wolf, ,natirlich® zu ernahren. Diese Rationen sind oftmals
sehr proteinreich und entsprechen mehr oder weniger in ihrer Zusammensetzung derjenigen
eines Beutetieres. Es ist andererseits bekannt, dass Uberhdhte EiweilRgehalte in Rationen bei
Hunden zu einem vermehrten Anfall an Metaboliten des Proteinstoffwechsels fihren, die den
Organismus belasten koénnen. Allerdings liegen keine Studien vor, wie sich in diesem
Zusammenhang Faserstoffe unterschiedlicher Fermentierbarkeit verdauungsphysiologisch

bei Hunden verhalten.

Vor diesem Hintergrund sollte in der vorliegenden Arbeit untersucht werden, wie sich Diaten
mit einem moderaten und einem erhdhten Proteingehalt in Kombination mit zwei
unterschiedlich fermentierbaren Faserstoffen (Biertreber und Karottentrester) auf die
scheinbare Gesamtverdaulichkeit der Nahrstoffe sowie die Zusammensetzung der intestinalen
Mikrobiota bei Hunden auswirken. Um Ruckschlisse auf die Aktivitdt der intestinalen
Mikrobiota ziehen zu kdnnen, wurden im Kot ausgewahlte bakterielle Metabolite bestimmt.

Zudem wurden Parameter des Proteinmetabolismus in Harn und Blut untersucht.

Weiterhin bestand das Ziel der Studie in der Gewinnung neuer Erkenntnisse, ob Biertreber
und Karottentrester zukunftig in der Hundeernahrung einsetzbar sind, da bisher Daten zu in-

vivo Studien fehlen.
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2.1. Faserstoffe

2.1.1. Systematik der Faserstoffe

Im Jahr 1864 wurde durch Henneberg und Stohmann mit der Weender Analyse zum ersten
Mal eine verbindliche Methode publiziert, in der verschiedene Stoffgruppen in Futtermitteln
summarisch erfasst werden. Als ,Rohfaser® werden hierbei hauptsachlich Zellulose,
Hemizellulose und Lignin bezeichnet (Kamphues et al., 2014). Dieses Verfahren ist weltweit
das Standardverfahren im Bereich der Faseranalytik, jedoch weist es einige Schwachen auf
und ist heutzutage aus wissenschaftlicher Sicht aufgrund fehlender quantitativer Erfassung
einzelner Faserfraktionen umstritten.
Von Prosky et al. (1988) und Van Soest et al. (1991) wurden erweiterte Analysen vorgestellt,
um die Fraktionen der Fasern naher unterscheiden zu kénnen.
In der Nahrung werden Faserstoffe umgangssprachlich als ,Ballaststoffe® (oder im
angelsachsischen Sprachraum als ,dietary fiber®) bezeichnet. Sie sind eine heterogene
Stoffgruppe, fur die es eine Vielzahl an Einteilungsmaoglichkeiten und Definitionen gibt. Nach
fast zwei jahrzehntelangen Diskussionen von Wissenschaftlern Uber eine geeignete und
allgemein gultige Definition von Faserstoffen, verdffentlichte die CODEX Alimentarius
Commission (CAC) im Jahr 2009 dazu einen eigenen Vorschlag. Die CODEX Kommission
verfolgt damit das Ziel, eine weltweite Angleichung zu erreichen und eine Definition mit einer
allgemeinen Akzeptanz zu schaffen (Jones, 2014).
Die Definition besagt (aus dem Original Ubersetzt): Diatetische Faserstoffe sind
Kohlenhydratpolymere (engl.: carbon hydrogen oxygen, CHO) aus zehn oder mehr einzelnen
Einheiten, welche im Dinndarm nicht von endogenen Enzymen hydrolysiert werden kénnen
und zu folgenden Kategorien zahlen:
- Nattrliche CHO Polymere, die mit der Nahrung aufgenommen werden,
- CHO Polymere, die auf physikalische, enzymatische oder chemische Weise aus
Lebensmittelrohstoffen gewonnen werden,

- Synthetische CHO Polymere.

Unter dem Begriff ,Fasern“ werden die in der Nahrung vorkommenden Uberreste des
Grundgerusts von Pflanzenzellen beschrieben, die gegen die Verdauung durch kérpereigene

Enzyme im Gastrointestinaltrakt resistent sind (Trowell, 1972). Als Beispiele dafur werden

2
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Lignin, Zellulose, Hemizellulosen, Pektin, Galaktomannane, R-Glukane sowie andere
pflanzliche Polysaccharide genannt. Diese Stoffe werden auch unter dem Begriff der sog.
,Nicht-Starke-Polysaccharide“ (NSP) zusammengefasst, wobei Lignin davon auszuschlielen
ist, da es sich hierbei um ein Phenylpropanderivat handelt (Asp, 1987). Unter Nicht-Starke-
Polysacchariden versteht man alle Polysaccharide, die sich in der pflanzlichen Zellwand
befinden (daher auch oftmals als ,pflanzliche Gerustsubstanzen“ bezeichnet), aber von
Saugetieren aut-enzymatisch nicht abbaubar sind (Jeroch et al., 1999).

Neben Gerlstsubstanzen finden sich in Pflanzen auch Nicht-Starke-Polysaccharide wie Inulin,
welches ein Speicherkohlenhydrat darstellt. Auch diese Stoffe sind von Saugetieren
enzymatisch nicht verdaubar (Cummings et al., 1997).

Im Gegensatz dazu ist es Saugetieren moglich, Starke und andere a-glykosidisch gebundene

Kohlenhydrate enzymatisch abzubauen und somit zu verwerten.

Faserstoffe lassen sich nach Van Soest (1978) in zwei Klassen unterteilen:

1. Losliche, fermentierbare Faserstoffe und

2. Unl6sliche, nicht-fermentierbare Faserstoffe

Das Verhaltnis zwischen l6slichen und unldslichen Faserstoffen ist in der Diatetik von
entscheidender Bedeutung im Hinblick auf eine optimale Kotkonsistenz sowie intestinale
Fermentation (Burkhalter et al., 2001). Zellulose und Lignin sind fir Hunde wenig oder gar
nicht fermentierbar bzw. unléslich, wohingegen Pektine, Hemizellulosen, Inulin u.a. zu den
I6slichen, fermentierbaren Faserstoffen gezahlt werden. Faserstoffe spielen fir die mikrobielle
Fermentation im Dickdarm eine wichtige Rolle und unterstitzen bzw. férdern eine ,stabile®
intestinale Mikrobiota (Van Soest, 1978).

Struktur und natiirliches Vorkommen ausgewahlter Faserstoffe

Lignin

Lignin ist ein Polymer in der pflanzlichen Zellwand, welches nach Hemizellulose und Zellulose,
zu den am haufigsten in der Natur vorkommenden Polymeren gehdrt. Die Hauptfunktion
besteht in der strukturellen Unterstiitzung der Pflanze sowie im Schutz vor mikrobiellem Abbau
(Hendriks und Zeeman, 2009). Es handelt sich hierbei nicht um ein Kohlenhydrat, sondern ein
Phenylpropanderivat (Asp, 1987).
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Zellulose

Zellulose bildet das wichtigste Strukturpolysaccharid von pflanzlichen Zellwénden. Hierbei sind
die Glukosemolekile ausschlieBlich 3-(1-4-) glykosidisch miteinander verbunden (Asp, 1987;
Jeroch et al., 1999; Saini et al., 2015). Zellobiose (bestehend aus Glukose) ist dabei die
kleinste, sich wiederholende Einheit (Saini et al., 2015). Jedes Glukosemolekul ist zu seinem
benachbarten Glukosemolekul um 180° gedreht, was zu einer langgestreckten und
unverzweigten Kette fiihrt. Uber Wasserstoffbriickenbindungen lagern sich diese Ketten
aneinander, sodass sich sog. Mikrofibrillen ausbilden. Diese Mikrofibrillen sorgen durch
entsprechende Verdrillung mit anderen Mikrofibrillen fir die Stabilitdt in pflanzlichen
Zellwanden (Jeroch et al., 1999).

Die meisten Verbindungen, die R-(1-4-) glykosidisch verknupft sind, sind flir Saugetiere aut-

enzymatisch nicht aufschlieBbar (Jeroch et al., 1999).

Hemizellulose
Bei Hemizellulose handelt es sich um ein kurzes, jedoch hochverzweigtes Polymer, welches
sich aus Pentosen (D-Xylose und L-Arabinose) sowie Hexosen (D-Mannose, D-Galaktose, D-

Glukose) zusammensetzt (Saini et al., 2015).

Pektine

Als Pektine werden Polysaccharide bezeichnet, die in der pflanzlichen Zellwand eine
Festigungs- und Stitzfunktion haben. Sie bestehen fast ausschlieBlich aus D-
Galacturonsaureestern, welche Uber eine a-(1-4-) glykosidische Bindung miteinander
verknupft sind (Jeroch et al., 1999) und bilden in kiihler Umgebung eine gelartige Masse aus
(Asp, 1987).

Pektine finden sich z.B. reichlich in Verarbeitungsprodukten wie Trester von Apfel, Pfirsich,

Papaya, Passionsfrucht und Zitrusfriichten (Schieber et al., 2001).

2.1.2. Analytik

Die Analytik von Faserstoffen blickt auf eine weitreichende und vielfaltige Vergangenheit
zurtick (McCleary, 2003). Sie spielt nicht nur in der Humanernadhrung eine wichtige Rolle
(Englyst et al., 2007), sondern auch in der Erndhrung von Hunden und Katzen (Jung, 1997;
Opitz et al.,, 1998; de-Oliveira et al., 2012). Zur Bestimmung der nicht aut-enzymatisch

verdaulichen Faserstoffe liegen mehrere Methoden vor. Man unterscheidet:

1. Gravimetrische Methoden (Weender Analyse und Detergenzverfahren nach van
Soest)
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2. Enzymatisch-gravimetrische Methoden: ,Association of Official Analytical

Chemists” AOAC Verfahren nach Prosky

3. Gaschromatographische Methoden: NSP Methode nach Englyst

Im Folgenden sollen die einzelnen Methoden naher beschrieben werden.

1.

Gravimetrische Methoden

a. Weender Analyse

Diese Methode stellt ein summarisches Verfahren dar, bei dem die Anteile der
stickstofffreien Extraktstoffe (engl.: nitrogen-free extracts, NfE) (durch Differenz
berechnet) sowie Rohfaser (Rfa) erfasst werden (Kamphues et al., 2014).
Hierbei wird als Rohfaser der Riickstand bezeichnet, der in verdiinnten Sauren
und Laugen sowohl unléslich als auch fett- und aschefrei zurlickbleibt. Dies
betrifft vor allem Teile der Zellulose, Hemizellulose und des Lignins. Der Teil,

welcher in der Losung verbleibt, wird der NfE-Fraktion zugerechnet.

Detergenzverfahren nach van Soest

Bei diesem Verfahren wird die Rohfaser in die Untergruppen Zellulose,
Hemizellulose und Lignin eingeteilt. Unter dem Begriff ,NDF“ (engl. = neutral
detergent fiber) versteht man den Rickstand, der nach dem Kochen in neutraler
Detergentienldsung (Natriumlaurylsulfat, EDTA, pH 7) verbleibt. Es handelt sich
dabei hauptsachlich um Zellulose, Hemizellulose und Lignin.

Beim sog. ,ADF*“ (engl. = acid detergent fiber) handelt es sich um Rickstédnde
nach dem Kochen in sauren Detergentien (Cetyltrimethylammoniumbromid in
1n H2S04), dies sind vor allem Zellulose und Lignin (Van Soest, 1963). L6st man
daraus wiederum mit 72%iger H2SO4 Loésung die Zellulose, erhalt man im
Rickstand das Lignin, was auch als ,ADL® (engl. = acid detergent lignin)
bezeichnet wird.

Somit lassen sich die Anteile rechnerisch nach Kamphues et al. (2014)

bestimmen:

Hemizellulose = NDF-ADF
Zellulose = ADF-ADL
Lignin = ADL
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2. Enzymatisch-gravimetrisches Verfahren nach Prosky (AOAC)

Dieses Analyseverfahren ist das erste von der AOAC anerkannte Verfahren um
den Gehalt einer Probe an Gesamtfaserstoffen (engl. = Total Dietary Fiber, TDF)
zu bestimmen und findet weltweit Anwendung.

Im ersten Schritt werden die zu untersuchenden Proben bei 100°C mit einer
hitzestabilen a-Amylase gekocht, um die enthaltene Starke zu hydrolysieren und
zu depolymerisieren. Anschlieltend wird das Gemisch bei 60°C mit einer Protease
inkubiert. Hierbei werden die Proteine gelost und depolymerisiert. Als letztes
Enzym kommt eine Amyloglucosidase zum Einsatz, welche die Starkefragmente in
Glucose hydrolysiert. Um die léslichen Fasern zu fallen und die zuvor
depolymerisierten Proteine und Glucose zu entfernen, wird das vierfache Volumen
an Ethanol (95%ig, 60°C warm) dazugegeben. Der Ruckstand wird jetzt gefiltert,
gewaschen (78%iges Ethanol, 95%iges Ethanol, Aceton), Uber Nacht im
Trockenschrank getrocknet und anschliel3end zuriickgewogen. Jeweils ein Duplikat
wird auf Protein und Asche analysiert. Der Gehalt an TDF berechnet sich, indem
das Gewicht des Protein- und Aschegehaltes vom Gewicht des gefilterten und
getrockneten Ruckstandes abgezogen wird.

Bei dieser Methode konnen der Gehalt an Ioslichen, unldslichen sowie der

Gesamtfasergehalt bestimmt werden (Prosky et al., 1985).

3. Gaschromatografische Methode (NSP nach Englyst)
Diese Methode bestimmt die Nicht-Starke-Polysaccharide, wobei Starke
enzymatisch aufgeschlossen wird. AnschlieRend werden mittels saurer Hydrolyse
die Fraktion der NSP ausgefallt (Englyst und Cummings, 1988). Die dabei
anfallenden Zucker kénnen z.B. gaschromatografisch weiter aufgeschlisselt
werden (z.B. in einzelne Monosaccharide) (Englyst und Cummings, 1988;
Kamphues et al., 2014). Bei diesem Verfahren wird weiterhin zwischen I6slichen

und unléslichen Fasern unterschieden (Englyst und Cummings, 1988).
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Tabelle 1: Verschiedene Analysemethoden und deren Erfassung verschiedener Faserstoffe
Opitz (1996) modifiziert nach Schrag (1999) und Krug (2010)

Weender (Van Soest, 1963; NSP nach AOAC nach

Analyse Van Soest und Englyst 1988 Prosky (1985)

Wine, 1967) (Gaschromato-
grafie)

Rfa NDF ADF ADL Gf IF unlF Gf IF  unlF
Lignin + + + + 4+ - + o+ - +
Zellulose + + + -+ - + o+ - +
Hemizellulose +/- + - -+ - +/- + - +
Pektine +/- - - - /- +/- - + + -
+ groftenteils erfasst ADL Acid detergent lignin

- geringflgig erfasst Gf Gesamtfasern

+- unterschiedlich erfasst IF I6sliche Fasern

Rfa  Rohfaser unlF  unlésliche Fasern

ADF Acid detergent fiber

2.1.3. Effekte auf die intestinale Mikrobiota

Der Einsatz von fermentierbaren Fasern in einer Diat fihrte bei Hunden in vielen Studien zu
einer Beeinflussung der intestinalen Mikrobiota (Zentek, 1996; Topping und Clifton, 2001;
Middelbos et al., 2007; Barry et al., 2009; Faber et al., 2011; Kroger et al., 2017) und dadurch
zu einer veranderten fermentativen Aktivitdt im Darm (Barry et al., 2009). Durch die
Fermentierung zu kurzkettigen Fettsauren wird I8slichen bzw. fermentierbaren Fasern ein
positiver Einfluss auf die Erhaltung der Gesundheit von Kolonozyten zugeschrieben (Topping
und Clifton, 2001; Bosch et al., 2008; Fung et al., 2012; Pieper et al., 2012), zudem koénnen
sie die intestinale Motilitat fordern (Suchodolski, 2011a). Zu den kurzkettigen Fettsduren
zahlen hauptsachlich Essigsadure (Acetat), Buttersdure (Butyrat) und Propionsaure
(Propionat), wobei vor allem Buttersaure positive Wirkungen zugesprochen werden (Sunvold
et al., 1995b; Topping und Clifton, 2001; Middelbos et al., 2007).

Losliche Faserstoffe wie z.B. Pektin kbnnen das Wachstum von Laktatbildnern (Laktobazillen

und Enterokokken) begunstigen (Zentek, 1996). Eine erhohte Laktatproduktion im Darm wird
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mit positiven Auswirkungen fir den Wirt verbunden, da Laktat die Bildung toxischer
Metaboliten im Darm (Indol, Amine, Ammonium) reduzieren kann (Terada et al., 1992; Zentek,
1996).

Auch bei Middelbos et al. (2007) konnte durch das Verfuttern von I6slichen Faserstoffen die
Abundanz von Laktobazillen und Bifidobakterien im Kot der Versuchshunde erhéht werden.
Dies konnten auch Faber et al. (2011) in ihrer Studie bestatigen, indem sie
Galactoglucomannan Oligosaccharide an Hunde verfltterten. Grieshop et al. (2004) konnten
ebenfalls die Abundanz von Bifidobakterien im Kot von Hunden steigern, als sie fir ihre Studie

1% Chicorée oder 1% Mannanoligosaccharide in den Versuchsdiaten einsetzten.

Diese Beobachtung bestatigen auch die Ergebnisse der Studie von Maria et al. (2017), in der
die Auswirkungen einer unloslichen Faserquelle (Zuckerrohr) und einer Diat mit einer I6slichen
Faserquelle (Ribenschnitzel) bei Hunden auf die intestinale Mikrobiota untersucht wurde. Hier

erzeugte Zuckerrohr ein Absinken der Abundanz von Lactobacillus spp. im Kot der Hunde.

Terada et al. (1992) verabreichten 1,5 g (1 mal taglich Gber 2 Wochen) des prabiotischen
Oligosaccharids Lactosucrose an acht Schaferhunde. Dabei konnten sie zeigen, dass dadurch
die Zahl der Bifidobakterien im Kot der Hunde signifikant anstieg (p < 0,05), wahrend die
Konzentration von Clostridium perfringens signifikant vermindert wurde (p < 0,05). Die fakale
Konzentration an Phenol, Indol, Skatol, Ammonium und Aminen konnte durch die

Lactosucrose signifikant reduziert werden.

Es scheint jedoch eine gewisse Menge an I6slichen Faserstoffen ndtig zu sein, um die
intestinale Mikrobiota beeinflussen zu koénnen. Barry et al. (2009) konnten mit einer
Supplementierung von 0,2 bzw. 0,4 % Inulin und kurzkettigen Fructooligosacchariden keine
Veranderungen in der Zusammensetzung der intestinalen Mikrobiota beobachten. Es ist
denkbar, dass beide Faserquellen bereits vollstandig im proximalen Verdauungstrakt bzw.
Kolon fermentiert wurden, folglich daher keine Fruktane fur die Fermentation im distalen Kolon
vorhanden waren und somit keine Anderung der Mikrobiota im Kot nachgewiesen werden
konnte (Barry et al., 2009).
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2.1.4. Auswirkung verschiedener Faserstoffen auf verdauungsphysiologische

Parameter

Die Kotkonsistenz wird nicht nur durch die Quantitat, sondern vor allem durch die Qualitat
pflanzlicher Faserstoffe beeinflusst (Zentek, 1995b). In einem in-vitro Versuch von Sunvold et
al. (1995a) fuhrte der Einsatz einer moderat fermentierbaren Faserquelle (Ribenschnitzel) zu
einem wohlgeformten Kot.

In einer Studie von Zentek (1996) reagierten Hunde auf das Verfuttern der l6slichen
Faserstoffe Guar und Pektin mit einer weich-schmierigen Kotkonsistenz, wahrend der Kot der
Hunde beim Einsatz von Zellulose geformt war. Es wurde gefolgert, dass I6sliche Fasern in
Diaten fur Hunde nur bedingt eingesetzt werden sollten, um negativen Effekten auf die
Formung des Kots vorzubeugen.

In der Studie von Bosch et al. (2009) konnte keine Veranderung der Kotkonsistenz festgestellt
werden, hier wurden 8,5 % Zellulose oder 8,5 % Zuckerribenschnitzel und 2 % Inulin
eingesetzt. Die in ZitruspUlpe und Apfeltrester enthaltenen Pektine erzeugten in der Studie von
Brambillasca et al. (2013) eine hohere Defakationsfrequenz und —menge, jedoch ohne
Beeinflussung der Kotkonsistenz. Diese Beobachtungen konnten auch in einer Studie von
Fahey et al. (1990b) gemacht werden. Auch bei Middelbos et al. (2007) konnten keine
Anderungen in der Kotkonsistenz bei Zusatz von Idslichen Faserstoffen beobachtet werden.
In  dieser Studie wurden Zellulose, Rubenschnitzel oder Mischungen aus

Fructooligosacchariden, Zellulose und Hefezellwanden zu je 2,5 % den Diaten zugesetzt.

Neben beschriebenen Effekten fermentierbarer Fasern auf die Kotkonsistenz kann der Einsatz
von l6éslichen Fasern in einer Diat bei Hunden einen wichtigen Beitrag zur gastrointestinalen
Gesundheit leisten (Middelbos et al., 2007; Brambillasca et al., 2013), beispielsweise durch
eine vermehrte Produktion kurzkettiger Fettsduren (Bosch et al., 2009). Die Studienlage zeigt,
dass die intestinale Transitzeit vom Fasertyp und der Fasermenge abhangt (Mercurio und
Behm, 1981; Burrows et al., 1982). Vor allem unlésliche Fasern werden mit dem Kot
ausgeschieden und erhéhen die Kotmengen (Burrows et al., 1982; Fung et al., 2012), was
durch die verklrzte Transitzeit im Kolon zu einer verringerten Exposition der Kolonozyten mit
Karzinogenen fuhrt (Fung et al., 2012). Somit wird das Risiko eines kolorektalen Tumors

verringert (Fung et al., 2012). Allerdings liegen dazu bei Hunden keine Studien vor.

Zuckerrohrpulpe, als Beispiel einer unldslichen Faserquelle, flhrte in der Studie von Maria et
al. (2017) zu einer erhdhten fakalen Trockenmasse (p < 0,05). Dieser Effekt konnte auch in

anderen Studien mit unléslichen Faserstoffen beobachtet werden (Wichert et al., 2002; Kroger
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et al., 2017), wobei dies jedoch von der Faserlange abhangig ist (Wichert et al., 2002). In
dieser Studie wurde beobachtet, dass es einen moglichen Zusammenhang zwischen der
Faserlange der Zellulose und deren Wasserbindungskapazitat gibt. Mikrokristalline Zellulose
(32-75 pm) flhrte im Gegensatz zu langerer Zellulose (300 pm) zu einer pastdsen
Kotkonsistenz. Fasern mit einer Lange von > 300 ym zeigten keinen Unterschied bei den
Kotkonsistenzen, sodass die Wasserbindungskapazitdt von Zellulose insbesondere bei

geringer Faserlange eine Auswirkung zu haben scheint.

In einer Studie von Bosch et al. (2009) konnte gezeigt werden, dass der Einsatz von hoch
fermentierbaren Faserstoffen in einer Ration das Sattigungsgeflihl steigern kann. Damit ist
dies mdglicherweise ein interessanter Ansatz fir adipdse Patienten. Auch Sabchuk et al.
(2014) fanden in ihrer Studie heraus, dass Sojaschalen als Faserstoffe in einer Diat die

Energieaufnahme von Hunden senken.

Ebenso ist bekannt, dass Faserstoffe allgemein (vor allem I6sliche) eine wichtige Rolle in der
Behandlung von Krankheiten des Gastrointestinaltrakts (chronische Dunn- und
Dickdarmerkrankungen, Colitis, Diarrhoe) spielen kénnen (Guilford und Matz, 2003) oder die
Palatibilitat eines Futters beeinflussen (Koppel et al., 2015). In der Studie von Koppel et al.
(2015) wurde untersucht wie sich verschiedene Faserstoffe (Guave, Zuckerrohr, Weizenkleie
sowie eine Kontrollgruppe ohne zusatzliche Faserquelle) in verschiedenen Konzentrationen
und PartikelgréRen auf die Futteraufnahme und die Palatibilitat bei Hunden auswirken. Dabei
wurden Diaten mit groRerer PartikelgroRe der Fasern bevorzugt. Daraus wurde
geschlussfolgert, dass sowohl die Faserquelle als auch die deren Partikelgrof3e einen nicht
unerheblichen Einfluss auf die Futteraufnahme und damit auch auf die Palatibilitdt eines

Hundefutters haben.

2.2. Biertreber

2.2.1. Aufbau, Struktur und Eigenschaften

Als Biertreber wird ein Nebenprodukt bei der Bierherstellung bezeichnet, das als unldslicher
Teil des Gerstenmalzes zurlickbleibt (Aura et al., 2013; Buffington, 2014; Mussatto, 2014). Die
janhrlich weltweit anfallende Menge an Biertreber wird auf 38,6 x 10° t geschatzt (Mussatto,
2014). Biertreber gilt als sehr kostenglinstiges Nebenprodukt (Mussatto et al., 2006; Ainsworth
et al.,, 2007; Mussatto, 2014) und ist besonders reich an Kohlenhydraten, Protein sowie

Mineralstoffen, wobei die jeweilige Zusammensetzung von verschiedenen Faktoren abhangt.
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Dazu zahlen beispielsweise die Wahl der verwendeten Gerste, die Wachstumsbedingungen
und der Erntezeitpunkt sowie weitere Bedingungen die beim Malzen und Maischen
unterschiedlich sein kdnnen (Santos et al., 2003; Mussatto, 2014; Steiner et al., 2015).
Unabhangig von den genannten Variationen enthalt Biertreber viele Faserstoffe (70 % TM)
und Protein (20 % TM) (Mussatto et al., 2006). Zucker stellen beim Biertreber eine wichtige
Fraktion dar, wobei Hemizellulose hierbei hauptsachlich von Xylose, Arabinose und Zellulose
aus Glucose gebildet werden (Mussatto, 2014). Besonders der Anteil an unldslichen Fasern
ist beim Biertreber sehr hoch (Makowska et al., 2013).

Nach Hemizellulose und Zellulose ist Lignin eines der am haufigsten in der Natur
vorkommenden Polymere und befindet sich in der Zellwand. Die Hauptaufgabe von Lignin
besteht in der Unterstltzung der Stabilitat der Pflanze sowie im Schutz vor mikrobieller Aktivitat
und oxidativem Stress (Perez et al., 2002). Auf struktureller Ebene betrachtet, ist Lignin ein
amorphes, wasserunldsliches und optisch inaktives Heteropolymer (Perez et al., 2002).

Etwa 30 % des Proteingehaltes des Biertrebers bestehen aus essentiellen Aminosauren
(Mussatto, 2014). Weiterhin finden sich verschiedene Mineralstoffe im Biertreber, wobei der
Gehalt an Silizium und Phosphor besonders hoch ist. Vor allem im Vergleich mit Getreidearten
wie Reis oder Hafer weist Biertreber einen erhéhten Phosphor- und Calciumgehalt auf
(Mussatto, 2014). Ebenfalls beachtlich ist der Vitamingehalt von Biertreber (Ikram et al., 2017).

Derzeit findet Biertreber seine Hauptverwendung in der Verfitterung an Rinder (McCarthy et
al.,, 2012; Aura et al.,, 2013; Mussatto, 2014). Brauereien stellen Landwirten dieses
Nebenprodukt zu einem geringen Preis zur Verfligung, die es anschlieRend in nasser oder
getrockneter Form verfittern (Mussatto, 2014). Doch auch bei anderen Tierarten wie
Schweinen (Serena et al., 2009; Ngoc et al., 2012), Gefligel (Denstadli et al., 2010) und
Fischen (Kaur und Saxena, 2004) wurde Biertreber wegen seiner gunstigen
Nahrstoffzusammensetzung als Futtermittel bereits eingesetzt. Das Interesse ist mittlerweile
auch fur den Einsatz in der Humanernadhrung geweckt (Mussatto, 2014; lkram et al., 2017).
Durch den hohen Gehalt an Faserstoffen, Protein und Mineralien konnte eine Reihe positiver
Effekte beim Einsatz in einer Diat beobachtet werden. Kanauchi et al. (2001) beschreiben
durch die Gabe von Biertreber bei Patienten mit ulzerativer Colitis eine Verbesserung des
klinischen Krankheitsbildes und eine erhoéhte fakale Butyratausscheidung.

Vor allem durch seinen hohen Gehalt an Faserstoffen stellt Biertreber eine gute Faserquelle
fur die menschliche Ernahrung dar (Ainsworth et al., 2007; McCarthy et al., 2012; Makowska
et al., 2013; Steiner et al., 2015).
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Zusammenfassend ist Biertreber durch seinen hohen Protein - und Fasergehalt ein
vielversprechendes und interessantes Produkt fur Tierfutter und biotechnologische
Anwendungen (Biogas- und Ethanolherstellung, Papierherstellung) (Xiros und
Christakopoulos, 2012; Mussatto, 2014; Steiner et al., 2015).

Trotz aller Bemuhungen, Biertreber auch anderweitig einzusetzen, finden Brauereien derzeit
durch die Verfutterung an Wiederk&uer die grof3te Abnahmemaglichkeit (Mussatto, 2014). Eine

Ubersicht Uber die Zusammensetzung von Biertreber bietet Tabelle 2.
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Tabelle 2: Ubersicht der Zusammensetzung von Biertreber in der Literatur [in g/100g Trockenmasse], modifiziert nach Lynch et al. (2016)

Kanauchi Santos Carvalheiro Kaur Mussatto Xiros Niemi Ngoc et Waters Buffington
et al. et al. (2004) und et al. et al. et al. al.(2012) et al. (2014)
(2001) (2003) Saxena (2006) (2008) (2012) (2012)

(2004)

Kohlenhydrate 59,0 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. 42,2 n.a. 64,9 491
- Arabinoxylose n.a. n.a. n.a. n.a. 28,4 n.a. 22,2 n.a. 22,2 n.a.
- Glucan n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. 171 n.a. n.a. n.a.
- Zellulose 254 n.a. 21,9 n.a. 16,8 12,0 n.a. 11,2 n.a. 22,2
-  Hemizellulose 21,8 n.a. 29,6 n.a. 28,4 40,0 n.a. 46,4 n.a. 26,8

Lignin 20,1 16,0 21,7 n.a. 27,8 11,5 19,43 11,2 n.a. 141

Rohfaser n.a. n.a. n.a. 20,5 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.

Rohprotein 24,0 31,0 24,6 24,5 15,2 14,2 22,8 30,8 n.a. n.a.

Rohfett 10,6 3,00- n.a. n.a. n.a. 13,0 11,0 n.a. 7,12 n.a.

6,00
Rohasche 2,40 4,00 1,2 4,7 4,60 3,30 4,70 n.a. n.a. n.a.

n.a. = nicht aufgefthrt
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2.3. Karottentrester

2.3.1. Aufbau, Struktur und Eigenschaften

Die Karotte (Daucus carota) ist eines der wichtigsten Wurzelgemuse weltweit (Nicolle et al.,
2003; Sharma et al.,, 2012) und besitzt fir Mensch und Tier viele gesundheitsférdernde
Eigenschaften (Chau et al., 2004; Sharma et al., 2012). Karotten stellen eine gute Quelle von
Karotinoiden, Faserstoffen und Spurenelementen dar (Sharma et al.,, 2012). Sie enthalten
aulerdem interessante sekundare Pflanzenstoffe (Sharma et al., 2012). Vor allem die
enthaltenen Faserstoffe und Karotinoide werden mit einem antioxidativem Schutz assoziiert
(Nicolle et al., 2003). Eine wichtige Aufgabe der Karotinoide besteht in der Funktion als
Vorstufe fur Vitamin A (Nicolle et al., 2003). Durch ihren hohen Gehalt an natirlichen
Antioxidantien gilt der Konsum von Karotten als krebsvorbeugend (Sharma et al., 2012).

Seit ein paar Jahren kann in vielen Landern ein stetig wachsender Konsum von Karottensaft
beobachtet werden (Schieber et al., 2001). Als Nebenprodukt der Gemusesaftindustrie fallen
jahrlich tausende Tonnen Karottentrester an, welcher reich an Faserstoffen (hauptsachlich
Pektine, Hemizellulose und Zellulose) ist.

Bisher wird Karottentrester hauptsachlich in der Tierernahrung oder als Dungemittel eingesetzt
(Chau et al., 2004; Hsu et al., 2006; Sharma et al., 2012). Ein GroRteil verbleibt allerdings
trotzdem als Abfallprodukt. Da Karottentrester einen hohen Anteil an organischer Substanz
besitzt, besteht durch die gro3e anfallende Menge ein ernstzunehmendes Umweltproblem,
wenn nicht alternative Verwertungsmaglichkeiten genutzt werden (Yoon et al., 2005). Somit
konnte Karottentrester eine Alternative zu bisherigen eingesetzten Faserquellen in der
Hundeernahrung darstellen (Swanson et al., 2001).

In Tabelle 3 ist eine Ubersicht der Zusammensetzung von Karottentrester dargestellt.
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Tabelle 3: Ubersicht der Zusammensetzung von Karottentrester in der Literatur
[in g/100 g Trockenmasse]

Swanson et al. Chau et al. Nawirska und
(2001) (2004) Kwasniewska (2005)
Kohlenhydrate n.a. 19,3 n.a.
Zellulose n.a. n.a. 51.6
Hemizellulose n.a. n.a. 12.3
Lignin n.a. n.a. 32.2
Pektin n.a. n.a. 3.88
TDF 55,2 63,5 n.a.

- l6slich 19,3 13,4 n.a.

- unloslich 35,9 50,1 n.a.
Rohprotein 11,3 8,44 n.a.
Rohfett 3,80 1,13 n.a.
Rohasche n.a. 7,67 n.a.

n.a. = nicht aufgefuhrt

2.4. Einsatz von Biertreber und Karottentrester bisher in der Hundeernahrung

Die bisher am haufigsten genutzten Faserquellen in Heimtierfuttermitteln sind
mikrokristallisierte Zellulose (schwer fermentierbare, unlésliche Faser) und Ribenschnitzel
(maRig fermentierbare, 16sliche Faser) (de Godoy et al., 2013). Rubenschnitzel weisen ein
gunstiges Verhaltnis zwischen I6slichen und unléslichen Fasern auf, wohingegen Zellulose als

unléslich bzw. kaum fermentierbare Faser gilt (de Godoy et al., 2013).

Der Einsatz von alternativen Faserquellen in der Heimtierernahrung ist vielversprechend und
interessant, da viele dieser bisher erforschten Alternativen Mdglichkeiten zur Verbesserung
der Tiergesundheit darstellen. Auch Tierbesitzer sind bestrebt, neue Faserquellen in die
Erndhrung ihres Haustieres zu integrieren, um gegen haufige Erkrankungen, ahnlich wie beim
Mensch, zu kdmpfen:

Diabetes mellitus, Insulinresistenz, Hyperlipidamie etc. (de Godoy et al., 2013). Jedoch gibt es
reichlich Forschungsbedarf auf diesem Gebiet, um die optimale Dosierung zu ermitteln, in der
Faserstoffe in einer Diat fir Hunde mit solchen Erkrankungen enthalten sein sollte (de Godoy
et al., 2013).
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Bisher gibt es nur sehr wenige Studien, die den Einsatz und die Effekte von Karottenprodukten
in der Hundeernahrung untersucht haben (Zentek und Meyer, 1993; Swanson et al., 2001).

Beim Vergleich der Fermentation verschiedener Obst- und Gemusefasern im Dickdarm von
Hunden zeigte Karottentrester eine gute Fermentierbarkeit und begunstigte die intestinale
Bildung kurzkettiger Fettsauren (Swanson et al., 2001). In der Studie von Zentek und Meyer
(1993) fuhrten getrocknete, granulierte Méhren zu einer reduzierten Bildung potentiell
schadlicher mikrobieller Stoffwechselprodukte im Verdauungstrakt, was vermutlich durch eine
pH-Absenkung im Dickdarm mit Hemmung proteolytischer Bakterien verursacht wurde. Die
Diaten zeigten eine gute Akzeptanz bei den Hunden, allerdings war die scheinbare
Verdaulichkeit von Rohprotein signifikant niedriger als in der Kontroligruppe.
Interessanterweise waren die Harnstoffgehalte im Plasma deutlich geringer, was auf eine

niedrigere renale Belastung schlieRen Iasst.

Bisher liegen keine Veroffentlichungen vor, inwieweit Biertreber in einer Diat bei Hunden eine
Auswirkung auf die Verdaulichkeit, die Zusammensetzung der intestinalen Mikrobiota sowie
deren Metabolite hat. Da er jedoch eine gunstige Nahrstoffzusammensetzung aufweist, kdnnte
er als gunstiges Nebenprodukt zukiinftig auch in der Hundeernahrung/-diatetik eine wichtige

Rolle spielen.

Daher sollte die vorliegende Studie den Einsatz von Biertreber und Karottentrester als
Faserstoffquellen an Hunden untersuchen und der Einfluss der unterschiedlichen
Fermentierbarkeit der Faserstoffe in Kombination mit zwei unterschiedlichen

Rohproteinkonzentrationen auf verdauungsphysiologische Parameter geklart werden.

2.5. Proteine

2.5.1. Proteinquellen in der Hundeernahrung

Proteine werden zu den Hauptnahrstoffen gezahlt (Hendriks et al., 2012) und spielen eine
wichtige Rolle fur die Energiebereitstellung, den Muskelaufbau sowie andere metabolische
Funktionen. Sie bestehen aus verschiedenen essentiellen sowie nicht-essentiellen
Aminosauren (Dust et al.,, 2005). Je nach Alter und Aktivitit des Hundes werden
unterschiedliche Mengen an Protein in der Nahrung bendtigt. Folglich hat ein Welpe einen
héheren Bedarf, da er sich im Wachstum befindet und noch Muskulatur aufbauen muss (Dust

et al., 2005). Man unterscheidet pflanzliche und tierische Proteinquellen, wobei pflanzliche
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Proteinquellen im Vergleich haufig weniger variabel in ihrer chemischen Zusammensetzung
sind (Bednar et al., 2000). Auf der anderen Seite enthalten pflanzliche Proteinquellen, im
Gegensatz zu tierischen Proteinquellen, einen héheren Anteil an Faserstoffen (Bednar et al.,
2000). Eine hochwertige Proteinquelle zeichnet sich durch eine hohe prazakale Verdaulichkeit
aus (Zentek, 2016). Je hochwertiger also eine Proteinquelle ist, desto weniger Protein gelangt
ins Colon und umso geringer ist die Menge an Protein, die geflttert werden muss (Nery et al.,
2010).

Die Futtermittelindustrie fir Heimtiere bemuht sich durch die Verwendung von Abfall- bzw.
Nebenprodukten aus der Lebensmittelproduktion um eine Nachhaltigkeit (Beloshapka et al.,
2016; Deng et al., 2016). Ein Beispiel ist die Nutzung von tierischen Proteinlieferanten in
Heimtierfuttermitteln, insbesondere prozessierte Proteine aus Saugetieren, Voégeln und
Fischen (Beloshapka et al., 2016). Fisch und dessen Verarbeitungsprodukte zeichnen sich
durch viele essentielle und nicht-essentielle Aminosauren sowie durch einen hohen Gehalt an
n-3 Fettsduren aus (Folador et al., 2006). Ebenso stellen auch Schwein, Gefliigel und Rind
eine gute Quelle an essentiellen Aminosauren fir Heimtiere dar (Faber et al., 2010).

In einer Studie von Vester Boler et al. (2012) wurde deutlich, dass verschiedene tierische
Proteinquellen eine Auswirkung auf die postprandiale Ausschittung von Hormonen haben, die
u.a. das Sattigungsgefihl regulieren.

Seit einigen Jahren erfahrt die Futtermittelindustrie fir Heimtiere eine immer grofere
Nachfrage der Besitzer nach einer qualitativ hochwertigen Ernahrung ihres Tieres (Dust et al.,
2005). Daraus ergibt sich ein zunehmender Bedarf an alternativen Proteinquellen, die sowohl
den Bedarf aller Aminosduren decken als auch schmackhaft sind (Dust et al., 2005). Durch
alternative Proteinquellen von niederen Tieren oder Pflanzen kann beispielsweise die
Umweltbelastung reduziert werden (Swanson et al., 2013). Jedoch erschwert das fehlende
Wissen der Nahrstoffverdaulichkeit und des Energiegehaltes neuer Proteinquellen deren
Nutzung in Heimtierfuttermitteln (Deng et al., 2016).

Neuartige Proteinquellen sind beispielsweise: Spruhgetrocknetes tierisches Plasma, welches
eine betrachtliche Menge an funktionellen Proteinen wie z.B. IgG oder Transferrin enthalt
(Quigley et al.,, 2004); Lammmehl, Hirschmehl, Alligatormehl (Deng et al., 2016),

Insektenprotein (Bosch et al., 2014) oder verarbeitetes Sojaprotein (Beloshapka et al., 2016).

In kommerziell erhaltlichen Futtermitteln fir Hunde ist Gefligelmehl die am haufigsten
genutzte Proteinquelle (Barry et al., 2009; Nery et al., 2010). In zahlreichen Studien wurde
Geflugelmehl als Proteinquelle eingesetzt, da es eine hohe Qualitdt und eine gute
Verdaulichkeit aufweist (Fahey et al., 1992; Burkhalter et al., 2001; Hesta et al., 2003; Grieshop
et al., 2004; Quigley et al., 2004; Guevara et al., 2008; Barry et al., 2009; Bosch et al., 2009;
Faber et al.,, 2011; Deng et al., 2013; Kroger et al., 2017). Durch variierende Anteile von
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Federn, Knochen, FuRe und Schnabeln hat Gefligelmehl jedoch eine variable Verdaulichkeit
(Johnson et al., 1998; Maria et al., 2017).

In der Studie von Nery et al. (2010) wurden verschiedene Proteinquellen (Weizenkleber und
Geflugelmehl) und —konzentrationen (220 g/kg TM, 290 g/kgTM, 390 g/kg TM) im Hinblick auf
die Verdaulichkeit und Beeinflussung der Kotqualitat, bei groRen und kleinen Hunderassen
getestet. Dabei zeigte eine erhdhte Konzentration von Geflliigelmehl in der Diat einen héheren
Feuchtegehalt des Kotes, unabhangig der Rassengrofie.

Zentek (1995b) untersuchte ebenfalls die Effekte verschiedener Proteinquellen (Griebenmehl,
Sojaprotein (hydrolysiert) und Maiskleber) auf die chemische Zusammensetzung des ilealen
Chymus und des Kots, die Mikrobiota sowie deren Metabolite. Griebenmehl in erhéhter Menge
(isoliert (769 g/kg TM) oder als Bestandteil einer Diat (504 g/kg TM)) verflittert, fihrte bei den
Versuchshunden zu einer weich-schmierigen Kotkonsistenz. Diese Beobachtung wird auf die
Tatsache zuriickgeflhrt, dass bei einer Futterung von reinem Griebenmehl die fakale
Wasserbindungskapazitat durch die fehlende Aufnahme von wasserbindungsfahigen
pflanzlichen Fasern herabgesetzt ist (Zentek, 1995b). Griebenmehl gilt als aulierst
schmackhaft (Zentek, 1995b). Der fakale pH-Wert zeigte sich im leicht sauren Bereich fir die
pflanzlichen Eiweildtrager, wahrend er bei der Gabe von Griebenmehl alkalisch war. Die
scheinbare Verdaulichkeit von Rohprotein war hoéher bei den Grieben als bei den
vegetarischen Diaten, was auf die hdhere bakterielle Fermentation tierischer Proteinquellen
zurtckgeflihrt wurde.

In Tabelle 4 wird eine Ubersicht Uber den Rohproteingehalt verschiedener tierischer und

pflanzlicher Proteinquellen fir Hunde dargestellt.
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Tabelle 4: Ubersicht Giber den Rohproteingehalt [in % TS] sowie die scheinbare Verdaulichkeit [in %] verschiedener tierischer und pflanzlicher
Proteinquellen fir Hunde

Prazakale sV in %

nach Meyer et al.

Rohproteingehalt sV’ Rohprotein . (1989); Zentek
Literaturquelle
in% TS in % (2016)
Tierische
Proteinquellen
Fleisch und Fleischmehl:
245 82,4 (Bednar et al.,
Knochenmehl (Rind) 86
2000)
24.4 81,6
Gefligelnebenprodukte
28,1 - (Felix et al., 2012)
(Bednar et al.,
26,9 87,5
. 2000)
Gefligelmehl 79
Clapper et al.
30,5 76,9
(2001)
HUhnerbrust 30,0 947
Fleisch, frisch:
Rindslende 30,7 94 .4 9%
Schweinefleisch 31,2 947 Faber et al. (2010)
Seelachs 32,0 94,8
Lachs 30,8 94,7
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Pflanzliche Herkunft

Sojaextraktionsschrot

Bierhefe

28,6
28,3

31,9

25,5

47,0

83,9

82,7

88,8

Felix et al. (2012)
Maria et al. (2017)
(Clapper et al.,
2001)
(Bednar et al.,
2000)
Martins et al. (2014)

80-83

1'sV = scheinbare Verdaulichkeit
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2.5.2. Auswirkung einer proteinreichen Diat

2.5.2.1. Dysbiosen und -fermentation

Der Abbau von Proteinen im Dinndarm beginnt mit der hydrolytischen Spaltung von Proteinen
durch bakterielle Peptidasen und Proteasen in kleinere Bestandteile wie Peptide und
Aminosauren (Blachier et al., 2007; Windey et al., 2012). Durch die Fermentation von
Kohlenhydraten zu kurzkettigen Fettsauren ist der pH-Wert im proximalen Teil des Dickdarms
eher im sauren Bereich. Im weiter distal gelegenen Teil des Dickdarms kommt es zur
Fermentation von Proteinen (Windey et al., 2012). Durch den Abbau der Aminosauren durch
die intestinale Mikrobiota entstehen Stoffwechselprodukte wie kurzkettige Fettsauren,
verzweigtkettige Fettsduren, Ammoniak, Indole, Phenole, Amine sowie die Gase H, und CO;
(Macfarlane et al.,, 1992), wobei einige der dabei entstehenden Metabolite flir den Wirt
schadlich sind (Smith und Macfarlane, 1997).

Intestinale Dysbiosen kénnen z.B. durch Inflammationen ausgelést werden und wurden mit
chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen (engl.: Inflammatory Bowel Disease), akuter
Diarrhoe, intestinalen Stasen und anderen Motilitatsstérungen assoziiert (Suchodolski, 2016).
Bei Hunden mit chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen konnte eine Umverteilung der
Abundanz bakterieller Genera festgestellt werden. Genera, welche zum Phylum der
Proteobacteria gehoéren, konnten vermehrt im Kot betroffener Hunde gefunden werden,
wohingegen es bei den Phyla Fusobacteria, Bacteroidetes und Genera von Firmicutes
(Faecalibacterium, Turicibacter, Ruminococcacaea, Blautia) zu einem Absinken kam
(Suchodolski et al., 2012; Suchodolski, 2016). In einer Studie von Minamoto et al. (2014)
konnte ebenfalls eine statistisch signifikante Abnahme von Fusobacteria (p < 0.001),
Ruminococcaceae (p <0.001), Blautia spp. (p <0.001) sowie Faecalibacterium spp.
(p <0.001) im Kot von Hunden beobachtet werden, die klinische Anzeichen einer
gastrointestinalen Erkrankung zeigten.

Die Ergebnisse einer weiteren Studie von Minamoto et al. (2015) konnten ebenfalls bestatigen,
dass bei Hunden mit einer diagnostizierten chronisch-entzindlichen Darmerkrankung das
Vorkommen der Genera Blautia, Faecalibacterium spp. und Turicibacter spp. im Kot signifikant
reduziert war. Da diese Bakterien kurzkettige Fettsauren und andere immunmodulierende
Metabolite produzieren, ist bei einer Dysbiose mit Effekten auf den Wirt zu rechnen
(Suchodolski, 2016). So konnte in Studien gezeigt werden, dass eine Abnahme von einem
nicht klassifizierten Genus der Familie der Ruminococcaceae und Faecalibacterium spp. mit

einer Erhdhung der fakalen Konzentration an Butyrat aber einer verringerten Menge an
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Propionat im Kot von Hunden mit akuter Diarrhoe (Guard et al., 2015) und IBD (Minamoto et

al., 2015) einhergehen.

Beim Menschen ist bekannt, dass ein Ungleichgewicht der intestinalen Mikrobiota zu
Adipositas, entzindlichen Darmerkrankungen und zum Kolonkarzinom fuhren kdnnen
(Windey et al., 2012; Le Roy et al., 2013; Ramakrishna, 2013; Walsh et al., 2014; Gerard,
2016; Marchesi et al., 2016).

Adipositas ist heutzutage nicht mehr nur ein Problem, das mit einer immer héheren Pravalenz
beim Menschen auftritt, sondern auch beim Haustier prasent ist (Li et al., 2017). Uber viele
Jahre wurde eine proteinreiche, kohlenhydratarme Diat beflrwortet, um bei adipbsen
Menschen und Tieren eine Reduzierung der Kérpermasse zu erreichen (Bierer und Bui, 2004).
Fur Erkrankungen wie dem Kolonkarzinom oder der ulzerativen Colitis konnte die
Fermentation von Proteinen im Enddarm atiologisch bedeutsam sein (Windey et al., 2012)
Durch die Proteinfermentation bzw. durch eine erhohte Proteinmenge in der Ration kénnen
bei Hunden faulniserregende Abbauprodukte (wie Ammoniak, Sulfide, Phenole und Amine)
entstehen, die fir die Darmschleimhaut potenziell toxisch sind und den
Darmepithelzellmetabolismus stéren (Macfarlane et al., 1992; Zentek, 1995a; Blachier et al.,
2007; Barry et al., 2009; Nery et al., 2012; Windey et al., 2012; Pinna et al., 2018). Auch die
Barrierefunktion des Darmepithels kann durch diese Metabolite erheblich beeintrachtigt
werden (Windey et al., 2012). Durch eine erhdhte Proteinmenge in der Ration zeigen diese
Hunde erhdhte Harnstoffgehalte in Blut und Harn, intestinale Dysbiosen und —fermentationen
aulern sich haufig in Flatulenz und Durchfall (Hang et al., 2013, Koélle et al., 2015).

In der Studie von Pinna et al. (2018) flhrte ein moderat erhdhter Proteingehalt (304 g/kg Rp
TM) zu einem Anstieg der fakalen Ammoniakkonzentration. Andere Produkte intestinaler
bakterieller Proteolyse (wie biogene Amine) wurden durch eine Erhdhung des Proteingehaltes
jedoch nicht beeinflusst.

Hesta et al. (2003) konnten bei Hunden einen Anstieg der fakalen Ammoniakkonzentration
verzeichnen, denen zuvor ein Fleisch- und Knochenmehl oder Griebenmehl zusatzlich zu
einem normalen kommerziellen Futtermittel gefuttert wurde. In der gleichen Studie fuhrte eine
Zulage von Gefligelmehl jedoch zu einer Verringerung der NH3-Konzentration im Kot.
Ammoniak zahlt neben schwefelhaltigen sowie Phenolverbindungen zu den
Hauptgeruchskomponenten von Fazes (Hesta et al.,, 2003). Durch den Zusatz von
Lactosucrose in einem Hundefutter konnte die fakale Ammoniakkonzentration sowie weitere,

den Geruch des Kotes beeinflussende Substanzen gesenkt werden (Terada et al., 1992).

Die Proteinqualitat sowie die Proteinmenge spielen eine wichtige Rolle bei der Beeinflussung
der Kotkonsistenz von Hunden (Zentek, 1996; Nery et al., 2010; Hang et al., 2013). So flhren
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minderwertige, bindegewebsreiche Proteinquellen wie Rinderlunge und Griebenmehl zu
einem weichen, schmierigen Kot (Zentek, 1996; Zentek et al., 2003). Die Kotqualitat und-
konsistenz sind fUr Tierbesitzer ein wichtiges Merkmal, denn fir jede negative Veranderung
kénnen bestimmte Futtermittel als schadliche Ursache verantwortlich gemacht werden (Barry
et al., 2009).

25.2.2. ,BARF*- Biologisch Artgerechte Rohfltterung

Seit mehreren Jahren wachst in Deutschland der Trend, Hunde proteinreich zu erndhren, um
die Futterung ,natirlich“ entsprechend der Situation beim Vorfahren Wolf nachzustellen (Kolle
und Schmidt, 2015; Vervuert und Rulckert, 2017). Ein besonders populares und haufig
diskutiertes Beispiel unter Hundehaltern stellt die Ernahrung mittels ,BARF*“ dar. Urspringlich
steht die Abklrzung fur ,Bone And Raw Food“ (Knochen und rohes Futter) oder ,Biologically
Appropriate Raw Food* (biologisch angemessenes rohes Futter) (Kélle und Schmidt, 2015).
Heutzutage wird der Begriff ,BARF“ sinngemal’ mit ,Biologisch Artgerechte Rohfltterung® ins
Deutsche Ubersetzt (Koélle und Schmidt, 2015).

Diese Diaten basieren praktisch ausschlie3lich auf rohem Fleisch, Innereien, Knochen sowie
(meist) rohem Obst und Gemtuse (Freeman et al., 2013; Kélle und Schmidt, 2015) und kénnen
in zwei Kategorien eingeordnet werden: entweder kommerziell erhaltlich oder durch den
Besitzer selbst zusammengestellt (Freeman et al., 2013). Manche Besitzer flttern zusatzlich
kleine Mengen an gekochten Kohlenhydraten, wie Reis, Kartoffeln oder Nudeln (Dillitzer et al.,
2011). Verschiedene Studien konnten zeigen, dass verschiedene Regionen im Genom des
Hundes sich im Laufe der Zeit als Antwort auf die Domestikation zugunsten der Fett- und
Starkeverdauung verandert haben (Axelsson et al., 2013; Arendt et al., 2014; Freedman et al.,
2014; Arendt et al., 2016; Reiter et al., 2016).

Befurworter von BARF argumentieren, durch die bei Herstellung herkdbmmlicher Futtermittel
angewandten Methoden (z.B. Erhitzen) wirden wichtige Nahrstoffe und Enzyme verloren
gehen (Joffe und Schlesinger, 2002). Dies trifft zu einem gewissen Teil auch zu, jedoch sind
die Verluste in der Regel marginal. Haustierbesitzer beziehen laut Umfragen ihre
Informationen zu Rationsgestaltungen meist aus Internetforen oder popularwissenschaftlicher
Literatur (Kdlle und Schmidt, 2015). Ein Teil der Diaten wird von den Besitzern dem jeweils
aktuellen Erndhrungstrend des Menschen angepasst (,low-carb, ,low-fat‘), was fir Hunde
jedoch selten geeignet ist (Remillard, 2008). Durch die Zubereitung eigener Rationen haben
viele Besitzer das Geflhl, besonders positiv fur die Pflege (Remillard, 2008) und das

Wohlbefinden (Schlesinger und Joffe, 2011) des Tieres zu sorgen.
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Haufig wird durch diese Art der Futterung auf gesundheitliche positive Effekte verwiesen (z.B.
Besserung einer Futtermittelallergie (Remillard, 2008; Kolle und Schmidt, 2015),
Verbesserung der Gesundheit, Verbesserung des Wohlbefindens, verbesserte Fellqualitat
sowie sauberere Zahne durch das Kauen von Knochen (Freeman et al., 2013)). Allerdings
liegen dazu keine gezielten Studien vor. Der Eindruck eines ,schoneren, glanzenden
Fellkleids“ (Freeman et al., 2013) ist moglicherweise durch den erhohten Fettgehalt vieler
BARF-Diaten erklarbar; gleichzeitig birgt dies jedoch Risiken von Magen-Darm-Erkrankungen
oder einer Adipositas (Freeman et al., 2013). Auch die Gabe von Knochen ist als kritisch zu
betrachten, da es zu Zahnfrakturen und gastrointestinalen Verletzungen kommen kann
(Freeman et al., 2013; Zentek, 2016).

Durch das Verflttern von rohen, unerhitzten Futtermitteln (wie z.B. Eiern und Fisch), kommt
es zur Aufnahme antinutritiver Faktoren (Avidin, Thiaminasen etc.), welche zu
Krankheitsbildern wie Hautveranderungen, Paralysen oder Enzephalopathien flihren kénnen.
Durch Erhitzen werden diese Stoffe inaktiviert (Vervuert und Rickert, 2017).

In den letzten Jahren befassten sich einige Studien mit der Ausscheidung von Salmonellen
durch Hunde, die zuvor mit rohem Fleisch gefuttert wurden. Das Ausscheiden von Salmonella
spp. hat eine Kontamination der Umwelt zur Folge und birgt die Gefahr der Ubertragung auf
den Menschen (Joffe und Schlesinger, 2002; Finley et al., 2006; Finley et al., 2007; Finley et
al., 2008; Lefebvre et al., 2008; Kodlle und Schmidt, 2015; Vervuert und Ruckert, 2017).
Dagegen zeigten Hunde, die mit einem kommerziell erhaltlichen Futter ernahrt wurden, keine
fakale Ausscheidung von Salmonella spp. (Joffe und Schlesinger, 2002; Lenz et al., 2009;
Schlesinger und Joffe, 2011).

Schweineohren, welche z.B. gerne an Hunde als Belohnung gegeben werden, kénnen mit
Salmonella spp. belastet sein und somit eine fir den Menschen potentielle Infektionsquelle
darstellen (Finley et al.,, 2006; Lefebvre et al., 2008). Hunde treten hierbei oftmals
symptomlose Trager und Ausscheider auf (Finley et al., 2007).

Die héchste Pravalenz von Salmonella spp. ist bei Hihnerfleisch zu finden (Finley et al., 2008).
In einigen Fallen wurden Serotypen isoliert, die Resistenzen gegen antimikrobielle Substanzen
aufwiesen (Finley et al., 2008). In diesem Zusammenhang wurden auch Antibiotika-resistente
Escherichia coli gefunden (Nilsson, 2015).

Neben Bakterien kdnnen auch diverse ein- oder mehrzellige Parasiten (auch humanpathogene
Arten) Uber die Aufnahme von rohem Fleisch auf Hunde uUbertragen werden (Kolle und
Schmidt, 2015; van Bree et al., 2018): Toxocara canis (Overgaauw, 1997), Toxoplasma gondii
(Dubey et al., 2005), Echinococcus multilocularis (Antolova et al., 2009), Yersinia enterocolitica
(Fenwick et al., 1994) und Campylobacter jejuni (Lenz et al., 2009).

Generell sollte von der Rohfltterung abgeraten werden, wenn sich immunsupprimierte

Personen, Schwangere oder Kinder in einem Haushalt mit dem Hund befinden und somit in
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unmittelbarem Kontakt mit diesem stehen (LeJeune und Hancock, 2001; Joffe und
Schlesinger, 2002; Finley et al., 2006; Kdlle und Schmidt, 2015). Ebenso sollten Hunde, die in
Altenheimen oder als Therapiehunde zum Einsatz kommen, durch die mégliche Ubertragung
von potenziell pathogenen und antimikrobiell resistenten Bakterien, nicht mit Rohfleisch
ernahrt werden (Finley et al., 2006; Finley et al., 2007; Lefebvre et al., 2008).

Doch es bestehen nicht nur Probleme aus Sicht der Hygiene und Ubertragung von
Krankheitserregern. Die haufigsten Probleme bei der BARF-Fitterung werden in einer Uber-
bzw. Unterversorgung von Nahrstoffen gesehen (Kélle und Schmidt, 2015). In einer Studie
von Dillitzer et al. (2011) wurden verschiedene Rationen auf ihre Zusammensetzung Uberpruft.
Dabei wurden bei einigen Rationen Defizite in der Versorgung von Kalzium, Jod, Zink, Kupfer,
Vitamin A und D festgestellt. Das Calcium-Phosphor-Verhaltnis betrug oftmals weniger als
0,6:1. In Abhangigkeit vom Alter sollte jedoch ein Calcium-Phosphor-Verhaltnis von 1,3 bis 2:1
bestehen (Zentek, 2016).

Typische Rationskomponenten wie beispielsweise Fleisch (ohne Knochen), Schlachtabfalle
sowie Getreide enthalten nur sehr wenig Calcium. Da die verwendeten Futtermittel oft viel
mehr Phosphor als Calcium enthalten, kann es zu einem inversen Calcium-Phosphor-
Verhaltnis von bis zu 1:10 kommen (Remillard, 2008). Gerade bei Tieren im Wachstum kann
eine inadaquate Nahrstoffversorgung zu erheblichen Problemen im Wachstum und der
Entwicklung fihren (Mack und Kienzle, 2016).

Durch das Verfittern von Schlund kann es zu einer alimentaren Hyperthyreose kommen, da
sich an diesem Stuck Fleisch Ublicherweise noch die Schilddrise befindet (Kohler et al., 2012;
Zeugswetter et al.,, 2013; Kolle und Schmidt, 2015; Kempker et al., 2017). Dies kann
schwerwiegende Auswirkungen auf den Reproduktionstrakt bei Hindinnen haben (Sontas et
al., 2014). Manche Labore bieten sogenannte ,BARF-Profile® an, bei denen z.B. Calcium,
anorganisches Phosphat, Zink, Jod u.a. Parameter im Blut untersucht werden. Da der Korper
jedoch Uber Kompensationsmechanismen verfugt, bleiben selbst bei einer Unterversorgung
die jeweiligen Blutwerte unauffallig (Vervuert und Rickert, 2017). Somit bleibt festzustellen,
dass eine Uberprifung der Ration selbst stets vor der Uberpriifung der relevanten Blutwerte
erfolgen sollte (Vervuert und Rickert, 2017).

Eine weitere beschriebene Problematik bei der BARF-Fltterung besteht in der
Uberversorgung mit Protein (Buff et al., 2014), da die klassischen Rationen wenig
kohlenhydratreiche Futtermittel enthalten und vor allem aus Fleisch und Innereien bestehen
(Remillard, 2008; Freeman et al., 2013; Kolle und Schmidt, 2015). Eine Studie von Schmidt et
al. (2018) untersuchte mdgliche Unterschiede im fakalen caninen Mikrobiom und nutzte dazu
Kotproben von 27 Hunden, die durch BARF ernahrt wurden sowie von 19 Hunden, denen eine
kommerziell erhaltliche Diat gefuttert wurde. Zunachst wurde festgestellt, dass den BARF-

Hunden durch die Erndhrung eine signifikant hdhere Protein- und Fettmenge bei signifikant
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niedrigerer Faser- und Kohlenhydratmenge zugefuhrt wurde. Entsprechende Hunde hatten
eine signifikant héhere Abundanz an Lactobacillales, Enterobacteriaceae, Fusobacterium und
Clostridium spp. im Kot.

Wie bereits in Kapitel 2.5.1 beschrieben, werden Proteine beim Hund Uberwiegend im
Dinndarm verdaut (Zentek, 2016). Durch eine Uberversorgung in der Ration oder bei
unzureichender Verdaulichkeit (z.B. bei bindegewebsreichen Produkten) gelangt das
aufgenommene Protein vermehrt in den Dickdarm (postileal), wo durch mikrobielle
Fermentation Abbauprodukte wie z.B. Ammoniak und biogene Amine entstehen. Diese
Abbauprodukte fiihren zu einer Belastung des Organismus und haben sowohl lokale als auch
systemische Auswirkungen. So werden z.B. die Leber und Nieren durch einen hohen Anfall
an Stickstoff-Verbindungen stark belastet, da tGberschissiger Stickstoff (in Form von Harnstoff)
ausgeschieden werden muss. Die Uberlastung der Nieren bei einem zu hohen Proteingehalt
in der Nahrung wird vor allem bei alteren Hunden als Risikofaktor angesehen (Zentek, 2016).
Auch fur Hunde, die an gewissen Erkrankungen leiden (z.B. Nephropathien, Hepatopathien,
nicht allergischen Darmerkrankungen) ist diese Art der Fitterung nicht zu empfehlen (Kélle
und Schmidt, 2015).

Als Schlussfolgerung kann gesagt werden, dass die Art und Héhe der Proteinversorgung eine
entscheidende Rolle fir die Vorbeugung einer intestinalen Dysbiose und -fermentation spielt
(Zentek, 2016).

Zusammenfassend stltzen aktuell vorliegende Publikationen keine eindeutigen Vorteile fur

eine BARF-Futterung im Vergleich zu kommerziell erhaltlichem Hundefutter.

2.5.2.3. Auswirkungen proteinreicher Diaten auf die intestinale Mikrobiota

Li et al. (2017) untersuchten die Auswirkungen einer proteinreichen, kohlenhydratarmen Diat,
einer proteinarmen, kohlenhydratreichen Diat und einer Referenzdiat auf das intestinale
Mikrobiom bei Uber- und normalgewichtigen Hunden. Die proteinreiche, kohlenhydratarme
Diat (49.4 % Protein, 10.9 % Kohlenhydrate) zeigte eine merkliche Erhéhung von Firmicutes
(insbesondere der Familien Clostridiaceae, Lachnospiraceae und Ruminococcaceae),
wahrend die Zahl an Bacteroidetes, im Vergleich zu den Hunden, denen eine Referenzdiat
gefluttert wurden (28.1 % Protein, 33.2 % Kohlenhydrate), abnahm. Besonders bei den
ubergewichtigen Hunden zeigte sich bei Fltterung der proteinarmen, kohlenhydratreichen Diat
(25.5 % Protein, 38.8 % Kohlenhydrate) in einer Familie der Bacteroidetes eine knapp
funffache Zunahme von Prevotellaceae. Innerhalb der Familie der Clostridiaceae konnte bei

den Spezies Clostridium perfringens, Clostridium hiranonis und Clostridium butyricum ein
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Zuwachs beobachtet werden. Clostridium butyricum ist bekannt fiir seine Fahigkeit, kurzkettige
Fettsduren zu produzieren, welche mit gesundheitlichen Vorteilen fur den Wirt in Verbindung
gebracht werden (Li et al., 2017). Kurzkettige Fettsauren stellen eine wichtige Energiequelle
fur die intestinalen Zellen dar und hemmen inflammatorische Prozesse (Hamer et al., 2008)
wie beispielsweise im Dickdarm (Fung et al., 2012).

Nicht nur die Proteinmenge sondern auch deren Quelle hat einen Einfluss auf die
Zusammensetzung der intestinalen Mikrobiota beim Hund (Barry et al., 2009). In einer Studie
von Zentek et al. (2004) wurden Hunde mit Diaten gefittert, fir welche Geflligel oder Rind als
Proteinquelle genutzt wurden (je ein extrudiertes Trockenfutter und je ein Dosennassfutter).
Dabei erzeugten die Nassfutterdiaten sowie die Trockenfutterdiat mit Geflligel eine héhere
fakale Konzentration an Clostridium perfringens (zwischen log 7,6 £+ 0,5 und 8,7 £ 0,4/g
Fazes). Ein Wechsel auf die Trockenfutterdiat mit Rind als Proteinquelle flihrte zu einer
verminderten Konzentration (log 6,1 = 1,4/g Fazes), der Umstieg auf eine Futterung mit einer
kommerziellen Diat (Gefligelfleisch und —nebenprodukte) konnte die Konzentration an
Clostridium perfringens noch weiter senken (log 3,3 = 0,6/g Fazes). Dabei hatten die Diaten
mit Gefliigel bzw. Rind als Proteinquelle einen Rohproteingehalt zwischen 376 und 438 g/kg
TM, die kommerzielle Diat dagegen nur zwischen 275 und 286 g/kg TM. Diese Studie zeigt,
dass auch produktionstechnische Faktoren (Nass- oder Trockenfutter) die intestinale
Mikrobiota beeinflussen kénnen. In einer anderen Studie von Zentek et al. (2003) wurden neun
Beagle drei verschiedene Diaten gefuttert und anschlielRend der Effekt dieser Diaten auf die
fakale Konzentration an Bifidobakterien und Clostridium perfringens ermittelt und verglichen.
Dabei enthielt die proteinreiche Diat 726 g/kg TM Rohprotein, die beiden anderen Diaten
hatten einen moderaten Proteingehalt (265 bzw. 259 g/kg TM Rohprotein). Fur die
proteinreiche Diat wurden minderwertige Proteinquellen eingesetzt (Rinderlunge und
Griebenmehl). In allen Kotproben der Hunde, die zuvor die proteinreiche Diat konsumiert
hatten, konnte eine Zunahme von Clostridium perfringens festgestellt werden. Es wurde
beobachtet, dass der Anstieg von Clostridium perfringens unabhangig von der vorigen Diat
innerhalb von einem Tag nach Wechsel auf die proteinreiche Diat stattgefunden hatte.
Proteinreiche Diaten begunstigen das Wachstum unerwinschter Bakterien (wie
beispielsweise Clostridium perfringens) und kénnen zu einer Verminderung von
Bifidobakterien beitragen, was zu einer weicheren Kotkonsistenz fihren kann (Zentek et al.,
2003).
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2.5.2.4. Auswirkungen proteinreicher Diaten auf Harnstoff und Kreatinin in Blut

und Harn bei Hunden

Die Messung von Kreatinin im Blutplasma ist ein haufig gemessenes Analyt in der Human-
sowie Tiermedizin als indirekter Messindikator fir die glomerulare Filtrationsrate (Braun et al.,
2003). Bei Kreatinin handelt es sich um ein Abbauprodukt, das in einer non-enzymatischen
Reaktion aus Phosphokreatin und Kreatin entsteht (Braun et al., 2003; Giudice et al., 2009).
Es wird glomerular vollstandig filtriert und bei Hund und Katze nur in sehr geringem Mafl
tubular resorbiert. Bei gesunden Hunden bewegt sich der Plasmakreatininspiegel zwischen
35 — 106 mmol/l (Zentek, 2016).

Harnstoff ist ein weiterer Parameter, der im Blut von Hunden und Katzen haufig zur
Uberprifung der Nierenfunktion gemessen wird. In der Leber wird er (iber den Harnstoffzyklus
aus Ammoniak gebildet. Bei gesunden und nlchternen Hunden betragt der
Plasmaharnstoffspiegel zwischen 3,3 — 5 mmol/l (Zentek, 2016). Da der
Harnstoffmetabolismus von vielen Faktoren (z.B. von der Proteinmenge einer Diat (Davenport
etal., 1994; Zentek, 2016)) beeinflusst wird, ist er nicht das Mittel der Wahl, um die glomerulare

Filtration zu bestimmen.

Wahrend die Kreatininkonzentration im Plasma hauptsachlich von der jeweiligen
Muskelmasse des Hundes abhangig ist, ist die Ausscheidung von Kreatinin Uber den Harn
Uber die Zeit konstant (Braun et al., 2003).

Als Fazit kann formuliert werden, dass die Parameter Harnstoff und Kreatinin unterschiedlich
vom Proteingehalt der Diat beeinflusst werden. Sie stellen somit einen Anhaltspunkt dar,

inwiefern die Niere mit Proteinabbauprodukten belastet ist.

2.6. Intestinale Mikrobiota

Der intestinalen Mikrobiota wird eine wichtige Rolle fur Tiergesundheit zugesprochen

(Zentek et al., 2003; Suchodolski, 2011a, 2016), da sie an funktionellen und immunologischen
Prozessen beteiligt ist (Suchodolski, 2011a).

Auch beim Menschen existieren zahlreiche Studien, die sich mit dem Einfluss der intestinalen
Mikrobiota auf die Gesundheit beschaftigen (Clemente et al., 2012; Rosenbaum et al., 2015).
Durch diatetische MalRnahmen wie dem Einsatz von Prabiotika oder der Art bzw. Menge der

didtetischen Nahrstoffe ist es mdglich, bei Mensch und Tier die symbiotische Beziehung
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zwischen intestinaler Mikrobiota und dem Wirt zu modulieren (Walsh et al., 2014). Es ist
bekannt, dass neben genetischen Einflissen und Umwelteinflissen die Ernahrung den
groldten Einfluss auf die Zusammensetzung der Mikrobiota im Darm hat (De Filippo et al.,
2010; Suchodolski, 2011a; David et al., 2014; Xu und Knight, 2015).

Beim Menschen kann die intestinale mikrobielle Gemeinschaft in drei Hauptgruppen eingeteilt
werden, bei denen folgende bakterielle Gattungen dominieren: Bacteroides, Prevotella und
Ruminococcus (Arumugam et al., 2011). Prevotella wurden mit der Aufnahme pflanzlicher
Kohlenhydrate in Verbindung gebracht (De Filippo et al., 2010; Wu et al., 2011), wahrend bei
Aufnahme von tierischem Fett und Protein vermehrt Bacteroides im Kot gefunden werden (Wu
et al., 2011).

Bei Hunden und Katzen bestehen mehr als 99 % der bakteriellen Phyla im Gastrointestinaltrakt
aus Firmicutes (hauptsachlich bestehend aus den Ordnungen Clostridiales (Suchodolski,
2011b)), Bacteroidetes, Proteobacteria, Fusobacteria und Actinobacteria (Middelbos et al.,
2010; Suchodolski, 2011a). Die restlichen 1 % stellen die Phyla Spirochaetes, Tenericutes,
Verrucomicrobia, Cyanobacteria, Chloroflexi sowie nicht weiter definierte Linien dar
(Suchodolski, 2011a). Als die am haufigsten vorkommenden Gattungen beim Hund werden
Bacteroides, Clostridium, Lactobacillus, Bifidobacterium spp. sowie die Familie der
Enterobacteriaceae beschrieben (Simpson et al., 2002; Suchodolski, 2011a).

Derzeit bestehen noch einige Wissensliicken bei der Interaktion zwischen dem Hund und
seinem Mikrobiom (Li et al., 2017; Pinna et al., 2018). Im Gegensatz zum Menschen existieren
bis dato nur wenige Studien, die sich mit der Zusammensetzung des caninen intestinalen
Mikrobioms beschéftigt haben (Simpson et al., 2002; Middelbos et al., 2010; Li et al., 2017).
Viele Annahmen, welche Bakterien schadlich bzw. nitzlich sein konnen, stammen aus der
Humanmedizin. Im Hinblick, dass der Hund im Gegensatz zum Mensch eine carnivore Spezies
ist, unterscheidet sich das Mikrobiom von dem des Menschen (Pinna et al., 2018).

Bisher ist beim Hund auch ein begrenztes Wissen vorhanden, inwiefern das diatetische
Protein-Kohlenhydrat-Verhaltnis einen Einfluss auf die Zusammensetzung der intestinalen
Mikrobiota hat (Li et al., 2017)
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2.7. Bisherige Untersuchungen zu verschiedenen Faserstoffen in Kombination mit

verschiedenen Proteinkonzentrationen an Hunden

In den letzten Jahren haben sich bereits mehrere Studien mit der Frage auseinandergesetzt,
welche Effekte Diaten bei Hunden mit variablen Proteingehalten in Kombination mit
verschiedenen Fasern unterschiedlicher Fermentierbarkeit haben. Hierbei wurden
beispielsweise die scheinbare Verdaulichkeit von Nahrstoffen, die Zusammensetzung der
intestinalen Mikrobiota und die fakale Konzentration verschiedener bakterieller Metabolite
(kurzkettige ~Fettsduren, Ammonium) untersucht. Eine Ubersicht zu bisherigen

Untersuchungen beim Hund bietet Tabelle 5.

Keine der Untersuchungen hat sich bisher mit den Auswirkungen von Biertreber und
Karottentrester in Kombination mit verschiedenen Proteinkonzentrationen bei Hunden
beschaftigt. Ebenso fehlen in diesem Zusammenhang bisher Ergebnisse zu Metaboliten in
Harn und Blut.
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Tabelle 5: Literaturibersicht Uber Studien mit verschiedenen Proteinquellen -und mengen sowie verschiedenen Faserstoffen und -mengen an

Hunden
) Nicht MaRig
Fermentierbare ] ] ) ] . Untersuchte Parameter der
Autor fermentierbare fermentierbare Proteinquelle Proteinkonzentration Fasergehalt ]
Faserquelle Studie
Faserquelle Faserquelle
Hesta et al. Fleisch- und
(2003) Fructooligosaccharid und Knochenmehl, 3 % der sV und fakale
] ] - - ) 45%-50% TS ) ) )
Isomaltooligosaccharide Griebenmehl, Gesamtration Ammoniumkonzentration
Geflliigelmenhl
Weber et al. sV von Rohprotein,
(2007) Flohsamenschale, Geflugelfleisch, freiwillige Futteraufnahme,
) ] . 22,8 %, 30 %, 18,5 %, 28 %,
Fructooligosaccharid, Zellulose - hydrolysiertes Untersuchungen zum
) . . . . 34 % TS 35 % TDF i .
Rubenschnitzel, Weizen tierisches Protein Sattigungsgefuhl,
Geschmackspraferenztest
German et al. Prozentualer
Flohsamenschale,
(2010) ) ] 18,5 % und 28 Gewichtsverlust bzw. —
Fructooligosaccharid, Zellulose - unbekannt 30% und 34 % TS ) ) o
% TDF korperfettverlust in adipdsen
Rubenschnitzel, Weizen
Hunden
Wambacq et al. Scheinbare
(2016) Stickstoffverdaulichkeit,
Zuckerriibenschnitzel und 16,6 % und 9,0 % und kurzkettige Fettsauren,
Zellulose - unbekannt . )
Guarkernmehl 16,7 % TS 10,1 % TDF postprandiale Parameter im

Serum (Acylcarnithin,

Aminosaurenprofil)
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Fructooligosaccharid
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Gefliigelmenhl,
Zuckerrohr Sojabohnenmehl )
Sojabohnenmehl
Griebenmehl vom

Schwein

283%-305%TS

229 %-30,4% TS

11,3 %-13,7 %
TDF

85,0 — 109 g/kg
TM NDF

sV, Metabolite der
intestinalen Mikrobiota,
Immunparameter
sV, Zusammensetzung der

intestinalen Mikrobiota
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2.8. Ziel der Arbeit

Der Hund ist seit 15 000 - 20 000 Jahren domestiziert und kann nicht als reiner ,Fleischfresser*
bezeichnet werden. Durch die Domestikation ist er an eine vermehrte Starkeverdauung
adaptiert. Um den Hund entsprechend ,natirlich® zu ernahren, gibt es unter Hundehaltern
einen immer gréler werdenden Trend, Hunde, entsprechend seinem Vorfahren Wolf,
proteinreich zu erndhren (,BARF*). Die Folgen einer eiweilreichen Ernahrung (wie Diarrhoe,
Flatulenzen, Belastung von Leber und Niere) sind bekannt. Unbekannt ist jedoch, wie sich
Faserstoffe in Kombination mit erhéhtem Proteingehalt verdauungsphysiologisch beim Hund
verhalten.

Daher hatte die vorliegende Arbeit zum Ziel, Diaten mit einem moderaten und einem erhdhten
Proteingehalt in Kombination mit zwei unterschiedlich fermentierbaren Faserstoffen auf
verdauungsphysiologische Effekte beim Hund 2zu untersuchen. Zusatzlich wurden
mikrobiologische Parameter getestet sowie ausgewahlte Parameter des Proteinstoffwechsels

in Harn und Blut untersucht.
Als Faserstoffe wurden Karottentrester und Biertreber ausgewahlt, welche als Nebenprodukte
aus der Lebensmittelindustrie stammen und eine glnstige Nahrstoffzusammensetzung

aufweisen. Derzeit liegen keine in-vivo Studien bei Hunden vor.

Mit dieser Arbeit soll ein Beitrag zur Rationsgestaltung fir Hunde geleistet werden.
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3. Material und Methoden

3.1. Versuchsziel

Ziel der vorliegenden Untersuchung war es, den Einfluss von Karottentrester und Biertreber in
Kombination mit maRigem bzw. hohen Proteingehalt in der Diat auf verdauungsphysiologische
und mikrobiologische Parameter beim Hund zu untersuchen. Dazu wurden Kot-, Harn-, und
Blutproben untersucht.

Dieser Versuch wurde am Institut flr Tierernahrung der Freien Universitat Berlin durchgefinhrt.

Die Genehmigungsnummer ist G 0228/17.

3.2. Versuchstiere

Die Studie wurde mit zehn adulten, gesunden Hunden der Rasse Beagle am Institut fir
Tierernahrung, Freie Universitat Berlin, durchgefiihrt. Dabei wurden die Tiere in flinf Gruppen
a zwei Hunde eingeteilt (Tab. 6).

Die Hunde wurden wahrend der gesamten Versuchszeit paarweise gehalten und an den
Tagen der Kotsammlung jeweils flr eine sehr kurze Dauer einzeln gesetzt, um eine Zuordnung
und Sammlung des Kots zu ermdoglichen.

Die Tiere hatten taglich zwei- bis vier Stunden Auslauf.
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Tabelle 6: Gruppeneinteilung, Name, Geschlecht und Geburtsdatum der Versuchshunde

Gruppe Name Geschlecht' Geburtsdatum

] Mojo Mk 01.07.2014
Cleo w 17.10.2012
Fee w 01.07.2014
2 Cassy w 01.07.2014
Pongo Mk 01.07.2014
3 Phoebe w 24.10.2011
Mia w 01.07.2014
‘ Bonnie w 01.07.2014
Pepe Mk 01.07.2014
> Didi Mk 01.07.2014

' mk = mannlich kastriert, w = weiblich

3.3. Versuchsdiaten

Die verschiedenen Versuchsdiaten wurden am Institut fir Tierernahrung gemischt und
hergestellt. AnschlieRend wurden sie pelletiert, um eine Formstabilitdt zu erhalten und eine
Entmischung der Komponenten zu verhindern. Eine Ubersicht der Zusammensetzung der
Versuchsdiaten bietet Tabelle 7.

Diese Trockenalleinfutter wurden den Hunden jeweils zweimal taglich geflttert, wobei die
tagliche Futtermenge pro Hund pro Tag dem individuellen Energiebedarf angepasst wurde
(nach Meyer/Zentek 0,5 MJ ME/KM®75)
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Tabelle 7: Zusammensetzung der Versuchsdiaten

Futtermittel Diat A DiatB DiatC DiatD Diat E
Reisquellmehl 61,1 40,0 61,7 40,6 69,1
Gefligelmehl 9,50 243 8,70 23,9 12,2
Griebenmehl 3,20 13,3 6,70 16,8 3,70

Biertreber 14,8 15,1 - - 1,70
Karottentrester - - 10,8 11,0 1,60
Mineral-Premix’ 1,60 1,70 1,60 1,70 1,70
K-Hydrogencarbonat 1,30 0,90 1,00 0,60 1,20
Knochenmehl 1,70 0,10 1,90 0,20 1,70
Rapsol 6,70 4,40 7,30 4,90 6,90
Titandioxid 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20

T Analytische Bestandteile und Gehalte: 6,4 % Rohprotein, 1,8 % Rohfett, 2,5 % Rohfaser, 49,7 % Rohasche,
0,2 % Calcium, 0,3 % Phosphor, 13,0 % Natrium, 5,5 % Magnesium, 0,1 % Methionin. Zusatzstoffe je kg:
600.000 IE Vitamin A, 120.000 IE Vitamin D3, 8.000 mg Vitamin E, 300 mg Vitamin K3, 250 mg Vitamin B1, 250
mg Vitamin B2, 400 mg Vitamin B6, 5.000 mg Eisen (Eisen-(ll)-carbonat), 1.000 mg Kupfer (Kupfer-(ll)-sulfat,
Pentahydrat), 5.000 mg Zink (Zinkoxid), 2000 pg Vitamin B12, 2.500 mg Niacin, 100 mg Folsaure, 25.000 ug
Biotin, 1.000 mg Pantothensaure, 80.000 mg Cholinchlorid, 6.000 mg Mangan (Mangan-(ll)-oxid), 45 mg Jod

(Calciumjodat), 35 mg Selen (Natriumselenit)

3.4. Versuchsplan
Die Diaten wurden in einem cross-over Design (Abb. 1) an zehn Beagle jeweils 3 Wochen lang

gefuttert. Nach der Anpassungsphase von jeweils zwei Wochen erfolgte in der dritten Woche

die Sammlung der Proben (Kot, Harn, Blut).
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Hunde 1. Periode 2. Periode 3. Periode 4. Periode 5. Periode
14 Tage 14 Tage 14 Tage 14 Tage 14 Tage
1+2 Diat A DiatE DiatD Diat C Diat B
3+4 Diit B Diat A DiatE Diat D Diat C
5+6 Didt C Didt B Didat A DiatE DiatD
7+8 Diit D Diat C Diat B Diat A DiatE
9+10 Didt E DiatD Diat C Diat B Didat A

ProbennahmeU ProbennahmeUProbennahmeUProbennahmeHProbennahmeU

Abbildung 1: Versuchsdesign und Probennahmezeitpunkte

3.4.1. Sammlung der Proben

Nach einer jeweils zweiwdchigen Anpassungsphase, erfolgte in der dritten Woche die
Sammlung von Kot und Harn Gber mehrere Tage, um eine reprasentative Mischprobe zu
erhalten.

Kot wurde von jedem Hund frisch nach dem Absetzen im Raum oder beim Spaziergang bzw.
im Auslauf gesammelt und sofort bei -80°C tiefgefroren gelagert.

Somit konnte die intestinale mikrobielle Zusammensetzung, die Konzentration mikrobieller
Metabolite und der pH-Wert ermittelt werden. Fur die Bestimmung der scheinbaren
Gesamtverdaulichkeit der Nahrstoffe, wurde Kot iber mehrere Tage gesammelt und gemischt.
Um den Hunden einen mehrtagigen Aufenthalt in einem Stoffwechselkafig zu ersparen, wurde
der Harn nicht-invasiv mit einer speziellen Auffangvorrichtung fir Riden und Hindinnen beim
taglichen Spaziergang aufgefangen. Dies wurde vor der Studie intensiv mit den Hunden gelbt.
Im Harn wurden Harnstoff, Kreatinin, Indikan, Phenol, Indol, 4-Ethylphenol, 3-Methylindol, 7-
Methylphenol, Natrium, Kalium pH-Wert sowie die Osmolalitat untersucht.

Ebenfalls erfolgte in der Probenwoche je einmalig eine Blutentnahme, wodurch die
Untersuchung von Harnstoff und Kreatinin sowie die Anfertigung eines Blutbildes ermoglicht

wurde.
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3.5. Untersuchungen

3.5.1. Bestimmung der Korpermasse

Die Kérpermasse der Hunde wurde einmal wochentlich bestimmt und dokumentiert.

3.5.2. Bestimmung der Kotkonsistenz

Einmal wochentlich wurde die Kotkonsistenz jedes Hundes bestimmt und dokumentiert. Diese

Beurteilung fand mit Hilfe eines Scoring Systems statt (Tab. 8)

Tabelle 8: Beurteilung der Kotkonsistenz anhand eines Scoring Systems

Fazes Score

- geformt, hart und trocken 1
- geformt und trocken, nicht hart
- geformt aber sehr weich

- breiartig

a A O DN

- flussig (Diarrhoe)

3.6. Blutentnahme

Es erfolgten insgesamt funf Blutentnahmen pro Hund. Durch die Punktion der V. cephalica
antebrachii bzw. V. saphena lateralis mit einer sterilen Einmalkantle wurde das Blut in
Monovetten aufgefangen. Fir die Untersuchungen wurden 1,2 ml Blut in einem EDTA K
Roéhrchen aufgefangen, 5,4 ml in einer S-Monovette sowie 2,7 ml Blut in einem Li-
Heparinréhrchen.

Das Blut bzw. Plasma wurde zur Untersuchung in die Kleintierklinik der Freien Universitat
Berlin gebracht und dort analysiert.

Die fur die Blutentnahme verwendeten Gebrauchsmaterialien sind in Tab. 32 aufgeflhrt
(Anhang).
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3.6.1. Allgemeinuntersuchung

Am Tag der Blutentnahme wurde jeweils eine allgemeine Untersuchung durchgefiihrt, dabei
wurde auf den Allgemeinzustand, Verhalten, Pflegezustand, Kdrperhaltung,

Ernahrungszustand, Schleimhaute sowie die rektale Koérperinnentemperatur geschaut.

3.7. Bestimmung der scheinbaren Verdaulichkeit

3.7.1. Prinzip

Durch den Verdaulichkeitsmarker Titandioxid (TiO2) konnte die scheinbare
Gesamtverdaulichkeit (sV) der Rohnahrstoffe sowie Mengen- und Spurenelemente im Futter
bestimmt werden. Das Titandioxid wurde in einer Konzentration von 0,2 % ins Futter
eingemischt. Da die Rohnahrstoffe und das Titanoxid sowohl im Futter als auch im Hundekot
bestimmt wurden, konnte anhand folgender Formel die scheinbare Verdaulichkeit berechnet

werden.

Indikator im Futter) ( Nahrstoff im Kot )
X

04) = -
sV (%) = 100 [( Indikator im Kot Nahrstoff im Futter

100]

3.7.2. Durchfuhrung

Nach einer Adaptationsphase von 14 Tagen wurden in den darauffolgenden 4-5 Tagen
Kotproben eingesammelt und miteinander gemischt. Diese Mischproben wurden bei -20°C bis
zur Weiterverarbeitung gelagert und davon anschlieliend etwa 150 g abgewogen. Diese
Mischproben wurden nun tUber mehrere Tage gefriergetrocknet. Nach dem Mahlen auf 0,5 mm
konnten die Rohnahrstoffe (Rohasche, Rohfaser, Rohfett, Rohprotein, NDF, ADF, TDF), die
Mengenelemente (Kalzium, Phosphor, Magnesium, Kalium und Natrium), die Spurenelemente
(Eisen, Mangan, Zink, Kupfer) im Kot anhand der VDLUFA (Methodenbuch [ll, Naumann
Basler 2012) bestimmt werden.

Dadurch lagen alle Parameter vor um anschlieRend die scheinbare Gesamtverdaulichkeit
berechnen zu kdnnen. Alle daflr verwendeten Materialien sind in Tabelle 33 aufgefuhrt
(Anhang).
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3.7.2.1 Bestimmung der Rohnahrstoffe

3.7.2.1.1 Trockensubstanz

Um die Trockensubstanz (TS) der Futter- bzw. Kotproben zu bestimmen, wurden etwa 1 g der
Probe (E) in einen Porzellantiegel (T1) eingewogen und anschlieRend bei 103°C fur die Dauer
von 4 Stunden in einem Trockenschrank getrocknet.

In einem Exsikkator konnten die Proben abklhlen, bevor die Porzellantiegel erneut gewogen
wurden (T2). Anhand folgender Formel wurde anschlie®end der Gehalt an Trockensubstanz

ermittelt.

T2-T1
E

Berechnung (TS in g/kg) = [ ] x 1000

3.7.2.1.2 Rohasche

Fur die Bestimmung der Rohasche (Ra) wurden ca. 1 g Futter bzw. 0,5 g der Kotprobe (E) in
einen Porzellantiegel (T1) eingewogen und in einem Muffelofen bei 600°C Uber Nacht
verascht. Nachdem die Tiegel in einem Exsikkator abgekiihlt waren, erfolgte ein erneutes
Wiegen der Proben (T2) und somit konnte der Rohaschegehalt durch Differenz ermittelt

werden.

T2-T1

Berechnung (Ra in g/kg) = [T] x 1000

3.7.2.1.3 Rohprotein

Der Gehalt an Rohprotein (Rp) wurde durch die Ermittlung des Stickstoffgehaltes nach der
Dumas-Methode bestimmt. Es wurden hierfur etwa 300 mg der Futter- bzw. Kotprobe und 250
mg Glutaminsaure als Standard je in ein Probengefal® eingewogen. Hierbei kam ein Makro-

Elementanalysator zum Einsatz.
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3.7.2.1.4 Rohfett

Der Rohfettgehalt (Rfe) der Futter- bzw. Kotproben wurde anhand des Soxhlet-Verfahrens
bestimmt. Daflir wird 1 g der zu bestimmenden Probe (E) in einen Filterbeutel eingewogen.
Dieser wird durch Hitze verschlossen und anschlie®end zur Extraktion in eine Soxhlethllse
gegeben. Das Glas, welches das Fett auffangt wurde vorher gewogen und somit die Tara
bestimmt (T1). Die Fettextraktion erfolgt mittels Petrolether. Nach der Prozedur wurde das
Glas mit Inhalt bei 103°C in einem Trockenschrank getrocknet und anschlieliend
zurickgewogen (T2). Durch Bestimmung der Differenz lie3 sich nun der Rohfettgehalt

bestimmen.

T2-T1
E

Berechnung (Rfe in g/kg) = [ ] x 1000

3.7.2.1.5 Rohfaser

Fur die Bestimmung der Rohfaser (Rfa) wurden jeweils 0,5 g Futter bzw. Kot (w2) in einen
Filterbeutel (w1) eingewogen, verschlossen und nacheinander mit 1,25 %iger Schwefelsaure
sowie 1,25 %iger Natronlauge gekocht. Die Filterbeutel wurden anschlief3end fir 2-3 Minuten
in Aceton eingelegt, danach in einem Trockenschrank mindestens fur 6 Stunden getrocknet
und anschlieRend zuriickgewogen (w3). Uber Nacht wurden die Proben in ihrem jeweiligen
Filterbeutel bei 600°C verascht, in einem Exsikkator abgekuhlt und der Tiegel zuriickgewogen
(w4).

Berechnung (Rfa in g/kg) = &2 _W43N_2(W1 XD % 1000 c¢1 = Blindwertkorrektur

3.7.2.1.6 NDF (Neutral Detergent Fiber)

Zur Bestimmung des Gehaltes an NDF (hauptsachlich Zellulose, Hemizellulose und Lignin)
wurden 0,5 g Futter bzw. Kot (w2) in ein zuvor gewogenes und beschriftetes Filterbag (w1)
eingewogen und verschlossen. Diese Bags (max. 24) sowie zwei Blindwerte pro Lauf wurden
anschlief3end in den Ankom® Fiber Tec 2000 gegeben, 4 ml einer hitzestabilen alpha-Amylase
zugefugt und die Gehalte an NDF extrahiert. Nach der Extraktion wurden die Bags fur etwa 5
Minuten in Aceton gelegt, um restliches Wasser zu entfernen. Nach der Trocknung im
Trockenschrank Uber Nacht bei 104°C, wurden die Bags im Exsikkator zum Auskihlen
gelagert und anschlief’end zuriickgewogen (w3). Alle verwendeten Gerate und Materialien
sind in Tabelle 39 aufgeflhrt (Anhang).
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NDF in % = ((W3‘5+m”) % 100

c1 = Blindwertkorrektur

Als Modifizierung der VDLUFA, wurde anschlieend vom Inhalt der Bags der Futterproben
Rohprotein bestimmt (Dumas-Methode), da von einer Verfalschung der NDF-Ergebnisse
durch den Proteingehalt des Versuchsfutters auszugehen war. Nach der Proteinkorrektur

lagen die NDF-Werte im zu erwartenden Bereich (Tab. 9).

3.7.2.1.7 ADF (Acid Detergent Fiber)

Um in Futter oder Kotproben den Gehalt an Zellulose und Lignin (auch als ADF bezeichnet)
zu ermitteln, wurden 0,5 g Futter bzw. Kot (w2) in ein zuvor gewogenes Filterbag (w1)
eingewogen und dieser verschlossen. AnschlieRend wurden diese Bags (max. 24) zusammen
mit zwei Blindwerten pro Lauf in den Suspender des Ankom®-Messgerats gegeben und dieser
verschlossen. Es wurde automatisch die zuvor hergestellte ADF-Lésung zugegeben (20 g
Cetyltrimethylammoniumbromid mit 0,5 molarer Schwefelsdure ad 11 aufgefillt). Nach der
Extraktion wurden die Bags fur einige Minuten in Aceton eingeweicht, uber Nacht bei 104°C
im Trockenschrank getrocknet, im Exsikkator ausgekihlt und zurtiickgewogen (w3). Alle

verwendeten Gerate und Materialien befinden sich in Tabelle 39 (Anhang).

ADFin%:( x 100

(w3—(w1><c1))
w2

c¢1 = Blindwertkorrektur

3.7.2.1.8 TDF (Total Dietary Fiber)

Um den Gehalt an TDF in Futterproben zu bestimmen wurde das Protokoll K-TDFR-100A/K-
TDFR-200A 08/16 der Firma Megazyme® (Irland) angewendet. Daflir wurden zunéchst je als
Duplikat 1 g der zu untersuchenden, entfetteten Probe in ein Becherglas eingewogen (plus
jeweils ein Blindwert), mit je 40 ml einer MES-TRIS Pufferlésung (0,05 M, pH 8,2) versetzt und
mit Hilfe eines Magnetriihrers durchmischt. AnschlieRend wurden je 50 ul einer hitzestabilen
alpha-Amylase-Lésung hinzugegeben, die Becherglaser mit Aluminiumfolie abgedeckt und far
30 Minuten in einem 100°C warmen Wasserbad inkubiert. Somit wurde die enthaltene Starke

hydrolysiert und depolymerisiert. Nach der Abkuhlung im Eisbad auf 60°C, erfolgte die Zugabe
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von 10 ml destilliertem Wasser und 100 pl einer Protease-L6sung, um Proteine zu I6sen und
zu depolymerisieren. Das Wasserbad wurde auf 60°C gekuhlt und die Proben darin
anschlief3end fur weitere 30 Minuten inkubiert. Anschlie3end wurden 5 ml einer 0,56 molaren
Salzsaureldsung zugegeben und der pH-Wert kontrolliert bzw. gegebenenfalls mittels 5 %iger
Natronlauge bzw. Salzsdure angepasst (pH-Wert sollte 4,1 - 4,8 sein). Nach der Zugabe von
200 pl Amyloglucosidase-Losung (um Starkefragmente in Glucose zu hydrolysieren) wurden
die Becherglaser erneut im Wasserbad fur 30 Minuten inkubiert. Um die unlésliche Fraktion zu
bestimmen, wurden die Glastiegel mit 0,3 g (Modifizierung: laut Protokoll 0,1 g) Celite gefillt
und dieses durch 3 ml destilliertes Wasser aufgeschwemmt und wieder abgesaugt, um eine
ebene Matte zu erhalten. Nun wurde der Inhalt der Becherglaser durch die Glastiegel gefiltert
und die Ruckstande zweimal mit auf 70°C erwarmtem destilliertem Wasser gewaschen. Das
entstandene Filtrat, in welchem die loslichen Faserstoffe enthalten sind, wurde mit dem
vierfachen Volumen an Ethanol (auf 60°C) versetzt. Nun konnten enthaltene I6sliche
Faserstoffe fur 60 Minuten bei Raumtemperatur prazipitieren. Danach erfolgte ebenfalls die
Filtration durch einen Glastiegel mit einer zuvor hergestellten Matte aus Celite. Nach der
Filtration wurde der Rickstand nacheinander mit je zwei mal 15 ml Ethanol (78 %, 95 %) sowie
Aceton gewaschen.

Die Glastiegel (mit im Ruckstand enthaltenen unloslichen Faserstoffen) wurden zweimal mit
10 ml Ethanol (95 %) sowie Aceton gewaschen. Alle Glastiegel wurden Uber Nacht im
Trockenschrank bei 103°C getrocknet. Je ein Duplikat wurde auf Rohprotein bzw. Rohasche
analysiert und anschliefend vom Gewicht des gefilterten und getrockneten Rlckstandes
abgezogen.

Somit ergaben sich die Ergebnisse fur l6sliche und unlsliche Fraktionen sowie des
Gesamtgehaltes an TDF an Faserstoffen in der Probe. Alle verwendeten Gerate und Material
finden sich in Tabelle 39 (Anhang).

3.7.2.2 Bestimmung der Mengen- und Spurenelemente

3.7.2.2.1 Probenvorbereitung

Der Rulckstand der Rohaschebestimmung diente hier als Ausgangsmaterial fur die
Bestimmung der Mengen-und Spurenelemente.

Die Proben wurden mit 7 ml Reinstwasser sowie 2,1 ml konzentrierter Salzsaure versetzt und
60 Minuten in einem auf 220°C vorgeheiztem Sandbad erhitzt.

Nach Abkihlung der Proben, wurden sie Uber einen gefalteten Rundfilter mit Hilfe von

Reinstwasser in 25 ml Messkolben Uberfihrt.
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3.7.2.2.2 Messung der Mengen- und Spurenelemente

Die Analyse des Gehaltes an den Mengenelementen Kalzium, Natrium, Kalium und
Magnesium sowie der Spurenelemente Eisen, Zink, Kupfer und Mangan erfolgte mittels

Atomabsorptionsspektrometer.

3.7.2.3 Phosphorbestimmung

Die Messung von Phosphor erfolgte durch Zugabe der Aschelésung mit einem
Vanadatmolybdat-Reagenz. Dieses besteht aus  Salpetersdure sowie den
Phosphorkomplexbildnern Ammoniumvanadat und Ammoniummolybdat. Es entsteht eine
Gelbfarbung, deren Intensitat sich proportional zur Konzentration verhalt. Die Extinktion wird
photometrisch bei der Wellenlange A = 436 nm gemessen und der Phosphorgehalt anhand
einer Kalibrierreihe berechnet. Alle verwendeten Materialien finden sich in den Tabellen 34-38
(Anhang).

3.7.2.4 Titandioxidbestimmung

Von den zu untersuchenden Kotproben wurden jeweils 100 mg und von den Futtermittelproben
je 200 mg in ein Glasaufschlussgefall eingewogen. Bevor die Proben bei 400°C fur 95 Minuten
gekocht und somit aufgeschlossen wurden, erfolgte die Zugabe von je 10 ml konzentrierter
Schwefelsaure, 3 Siedesteinchen und einem Kjeldahlkatalysator.

Nach dem Abkuhlen wurden die Proben mit Reinstwasser in einen Messkolben tberfuhrt und
anschlieflend in Greiner gefiltert. Von dieser Lésung wurden zur Titandioxidbestimmung 2 ml
mit 200 ul 30 %igem Wasserstoffperoxid versetzt und mit Hilfe einer Standartreihe (50, 100,
200 und 500 pg Titandioxid/2,2 ml) bei einer Wellenlange von 410 nm photometrisch

gemessen.

3.8. Bestimmung der bakteriellen Metaboliten im Kot

Um verschiedene bakterielle Metaboliten (kurzkettige Fettsduren, D- und L-Laktat,
Ammonium, Indol und Phenol) zu bestimmen, wurden frische Kotproben gesammelt und bis
zur Weiterverarbeitung bei -20°C gelagert.

Alle fur die Untersuchungen verwendeten Materialien, Gerate und Chemikalien sind in den
Tabellen 40-58 aufgefuhrt (Anhang).
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3.8.1. Kurzkettige Fettsauren

3.8.1.1.  Prinzip

Die Bestimmung der kurzkettigen Fettsauren erfolgte mit Hilfe der Gaschromatografie. Hierzu
wird die Probe zunachst in einem Injektor verdampft und anschlieRend mit Hilfe eines
Tragergases durch eine Saule transportiert. Hier erfolgt durch unterschiedliche Siedepunkte
sowie Wechselwirkungen mit der stationaren Phase eine Auftrennung der kurzkettigen
Fettsauren. Die Analyten werden mit Hilfe eines Flammenionisationsdetektors detektiert und

mit Hilfe vom der HPChem Software qualitativ und quantitativ erfasst.

3.8.1.2. Durchflihrung

Zuerst wurden 300 mg der zu untersuchenden Kotprobe mit 1 ml einer Verdunnungslésung
(0,5 mmol/L Capronsaure; interner Standard) vermischt. Nachdem diese Suspension nun flr
eine Stunde auf dem Ruttler inkubiert und anschlielend bei 14.800 x g und Raumtemperatur
fir 10 Minuten zentrifugiert wurde, wurden 100 pl des Uberstandes entnommen.

Dieser Uberstand wurde mit 900 pl Capronsaureldsung verdinnt und anschlieRend zur
Analyse in einen Gaschromatografen gegeben, wobei nach allen zehn Proben eine
Kalibrierung mit einer Standardlésung vorgenommen wurde (Tab. 40-43 Anhang). Uber einen
Gasgenerator wurde Wasserstoff generiert, welches als Tragergas fungierte. Das
Probenvolumen von 1 pl wurde mit einer Wasserstoffflussrate von 30ml/min auf die HP-
INNOWAX-Saule aufgebracht und chromatografisch getrennt.

Uber die Flachenintegration des jeweils zugehdrigen Peaks konnte am Ende der Gehalt an
kurzkettigen Fettsauren in der zu untersuchenden Kotprobe bestimmt werden (Software: HP
ChemStation).

3.8.2. D- und L-Laktat

3.8.2.1. Prinzip

D- und L-Laktat werden mit Hilfe einer chiralen Saule Uber Flissigkeitschromatografie getrennt
und anschlieffend quantifiziert. Dies funktioniert aufgrund der Wasserloslichkeit von D- und L-
Laktat.
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3.8.2.2. Durchfuhrung

Zu Beginn wurden 500 mg der Kotprobe in ein Eppendorfgefall eingewogen, mit 1 ml Kupfer-
ll-sulfat-Lésung (0,5 mmol/l) (Tab. 44-51 Anhang) versetzt und gemischt. Nach der
zehnminltigen Extraktion auf dem Schdttler, erfolgte nacheinander die Zugabe von 100 pl
Carez | und Carez Il Lésung (Tab. 48,49) und anschlieRend eine Zentrifugation von zehn
Minuten bei 14000 rpm. Der nun entstandene Uberstand wurde durch einen
Celluloseacetatfilter (Porengrofie 0,45 um) gegeben und in ein frisches Eppendorfgefafd
Uberfiihrt. Zu den anschlieRend entnommenen 400 pl des Uberstandes wurden 600 pl Kupfer-
[I-sulfat-L6sung (0,5 mmol/l) gegeben und in ein Messgefaly (Vial) gefullt.

Die Analyten wurden isokratisch bei einer Flussrate von 1ml/min getrennt. Dabei zeigte D-
Laktat eine Retentionszeit von 15-15,5 Minuten und L-Laktat 12-12,5 Minuten. Der UV/VIS-
Detektor maf} die Proben bei 253 nm.

Uber die Chromeleon-Software 6.9 und eine Standardreihe konnte die Auswertung der Daten

erfolgen.

3.8.3. Ammonium

3.8.3.1.  Prinzip

Die Bestimmung von Ammonium wurde Uber die Berthelot-Reaktion durchgefiihrt. Hierbei liegt
ein alkalisches Milieu vor sodass Ammonium in Form von Ammoniak vorliegt. Zuerst reagiert
Ammoniak mit Hypochlorit zu Monochloramin, welches anschliefend mit Thymol zu N-Chlor-
2-isopropyl-5-methylchinon-monoimin reagiert. Dieses wiederum reagiert mit einem
Thymolmolekll zu Indophenol, welches im alkalischen Milieu in blauer Basenform vorliegt.

Uber Fotometrie kann nun die Konzentration bestimmt werden.

3.8.3.2.  Durchflihrung

Fir die Bestimmung von Ammonium werden zunachst 500 mg Digesta mit 1 ml einer auf pH
7 eingestellten, eiskalten 100 mM MOPS - Pufferlésung (Tab. 52-56 Anhang) versetzt, gut
homogenisiert und anschliel3end flr zehn Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurden die
Proben bei 17 000 x g (10 Minuten, 4°C) zentrifugiert und der Uberstand in ein neues
Eppendorfgefald Uberflhrt. Dieser wurde fur die eigentliche Bestimmung 1:120 verdinnt. Die
Messung erfolgte in einer Mikrotiterplatte. Hierzu wurden zunéachst 20 ul Probe vorgelegt und

diese anschlielfend mit 100 pl Reagenz 1 (Phenol-Nitroprussid) und 100 yl Reagenz 2
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(0,2 % Na-Hypochloritlésung in 1 M NaOH) durch Auf-und Abpipettieren eingemischt. Nun
erfolgte eine 15-minutige Inkubation bei Raumtemperatur, wonach sich die photometrische
(A =620 nm) Messung anschloss. Dazu wurde die Mikrotiterplatte in das Mikrotiterplatten-
Lesegerat gestellt. Nach weiteren 5 Minuten erfolgte die zweite Messung. Die anschlieende

Auswertung erfolgte mittels Standardreihe und der XFluor4 Software.

3.8.4. Phenol und Indol

3.8.4.1. Prinzip

Die Bestimmung von Phenol und Indol erfolgte nach dem Prinzip der Gaschromatografie. Die
zu untersuchende Probe wird verdampft und Uber ein Tragergas durch eine Saule
transportiert. Durch Wechselwirkungen mit der stationdren Phase kommt es zu einer
Auftrennung der Phenole und Indole, deren jeweilige Konzentration nun durch einen

Flammenionisationsdetektor bestimmt wird.

3.8.4.2. Durchfuhrung

Zunachst wurden etwa 2 Gramm Kot in ein Oakridge-Gefal® eingewogen und nacheinander 1
ml eines internen Standards (125,67 mg/100 ml 5-Methylindol) sowie 4 ml Methanol
dazugegeben. Anschlieend wurden die Proben eine Stunde bei 4°C inkubiert, wobei alle 15
Minuten gevortext wurde um eine gute Durchmischung zu gewahrleisten. Nun erfolgte die
Zentrifugation bei 29000 x g (bei 4°C) fir 15 Minuten und der Uberstand wurde in ein neues
Gefald Uberfuhrt. In das Oakridge-gefald wurde nun erneut 5 ml Methanol zugegeben, flr eine
Stunde bei 4°C inkubiert und alle 15 Minuten gevortext. Die erneute Zentrifugation erfolgte
ebenfalls bei 29000 x g (bei 4°C), jetzt jedoch 20 Minuten lang. Der jetzt entstandene
Uberstand wurde ebenfalls in das neue Gefal zum vorigen Uberstand Uberfiihrt.

Von diesen Uberstanden wurden etwa 2 ml in ein EppendorfgefaR abgefiillt und 10 Minuten
bei 14800 x g zentrifugiert. Anschliellend Uberfihrte man 300 pL in ein Vial, welches als

Probenréhrchen fur die Gaschromatografie diente.

Durch einen Flammenionisationsdetektor erfolgte die Detektion der Analyte, welche
anschlieliend mit Hilfe der HPChem Software qualitativ und quantitativ erfasst wurden.

Die Nachweisgrenzen in pg/ml: Phenol = 0,756, p-Cresol = 0,517, 4-Ethylphenol = 0,515,
Indol = 0,845, 3-methylindol = 0,689, 7-methylindol = 0,720, 2-methylindol = 0,812,

2,3 dimethylindol=0,741.
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Alle verwendeten Gerate, Chemikalien und Verbrauchsmaterialien sind in Tab. 57 (Anhang)

aufgefuhrt.

3.8.5. Biogene Amine

3.8.5.1.  Prinzip

Die Bestimmung der Konzentration an biogenen Amine erfolgte durch das Prinzip der

lonenchromatografie mit anschlielRender Ninhydrin-Nachsaulenderivatisierung.

3.8.5.2.  Durchflihrung

Es wird zunachst 0,5 g der zu untersuchenden Kotprobe in ein 2 ml Eppendorfgefaf’
eingewogen und zusammen mit 1 ml der Extraktionslosung (wassrige Trichloressigsaure
(10 % w/v) far 30 Minuten auf dem Schuttler inkubiert. Danach wird eine Zentrifugation
durchgefiihrt (10 Minuten bei 13 000 x g) und der Uberstand 1:1 mit der Extraktionslésung
verdinnt und durch einen Cellulose-Acetatfilter (0,45 um PorengrofRe) filtriert. Je Probe
wurden 25 pl durch den Probengeber auf die lonenaustauschsaule gegeben und gemessen.

Die verwendeten Gerate und Verbrauchsmaterialien sind in Tabelle 58 (Anhang) aufgefuhrt.

3.8.6. Bestimmung des pH-Wertes

Die Bestimmung des pH-Wertes des Hundekotes erfolgte mit Hilfe einer pH-Einstichelektrode
(Tab. 65 Anhang).
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3.9. Molekularbiologische Methoden

3.9.1. Extraktion bakterieller DNA aus den Kotproben

Um die bakterielle DNA aus den Hundekotproben zu extrahieren wurde das Quiagen®
PowerSoil DNA Kit verwendet. Dazu wurden zunachst jeweils 200 mg (laut Herstellerangaben
250 mg, alle anderen Aufarbeitungsschritte folgten gemaf’ Herstellerangaben) der Kotproben
in ein PowerBead Tube eingewogen und mit 60 ul einer vorgewarmten C1-Lésung versetzt
und gevortext. Um eine Homogenisierung zu erreichen und die DNA mechanisch zu lysieren,
wurden die Réhrchen in das FastPrep-24 5 G Gerat gestellt und 5 x 30 Sekunden lang auf
6 m/s beschleunigt. Anschlieend wurden die Réhrchen im Eisbad gekiihlt und bei 10.000 x g
fir 30 Sekunden zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues 2 ml SammelgefalR (vom
Hersteller gestellt) Gberflhrt, mit 250 pl C2 - Lésung versetzt, inkubiert und bei 10.000 x g fir
60 Sekunden zentrifugiert. Der nun entstandene Uberstand wurde wiederum in ein neues
Sammelgefal abgefillt, 200 uyl C3-Lésung hinzugegeben und ebenfalls flr 5 Minuten bei

2-8 °C inkubiert. Auch nach diesem Schritt wurde das Ro&hrchen bei 10.000 x g fur 60
Sekunden zentrifugiert. Von diesem Uberstand wurden nun bis zu 750 ul in ein neues
Sammelgefald geflllt und 1200 pyl C4-Lésung zugeflgt und gut durchmischt. Von diesem
Gemisch wurden nun etwa 600 pl auf ein MB Spin Column-gefall gegeben und dieses bei
10.000 x g fur 60 Sekunden zentrifugiert. Hierbei wird die DNA an der Saule gebunden,
wahrend sich der Rest unten im GefalR sammelt. Der Uberschuss wurde nun verworfen und
das eben beschriebene Prozedere noch zwei weitere Male durchgefuhrt. Jetzt wurden 500 pl
C5-L6sung hinzugefligt und bei 10.000 x g fur 30 Sekunden zentrifugiert. Die Saule wurde nun
in ein neues, sauberes Gefall Uberfuhrt und 100 yl C6- Loésung auf die Filtermembran
pipettiert. Diese 16st nun die DNA von der Membran, die sich nach der letzten Zentrifugation
(10.000 x g fur 30 Sekunden) nun in der Flussigkeit am Boden des Gefalles befindet. Alle
verwendeten Gerate und Verbrauchsmaterialien finden sich in Tabelle 59 (Anhang). Bis zur

Weiterverarbeitung wurde das Gefal} bei — 20°C aufbewahrt.

3.9.2. lllumina®-Sequenzierung

Die DNA -Proben wurden von der Firma LGC Genomics GmbH (Berlin, Deutschland)
sequenziert.

Bei der lllumina®-Sequenzierung (Next-Generation-Sequencing-Technologie) handelt es sich
um eine sogenannte de-novo-Synthese, bei der 2 x 300 Bp lange ,Reads” sequenziert werden
(LGC Inc., 2015).
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Fir die Analyse wurde ein MiSeqg-Gerat der Firma lllumina, Inc. verwendet (San Diego,
Kalifornien, USA). Als Technologie wird hierbei ,Sequencing by Synthesis“ benutzt (Schmitt,
2014).

Die Daten wurden anschlieRend als FASTA-Dateien tUbermittelt und auf die Datenbank ,MG-
RAST* (http://metagenomics.anl.gov/) hochgeladen (Meyer et al., 2008). Anhand der 16 S
rRNA Gensequenzen erstellte die Datenbank probenspezifische Metagenome. Um die
Metagenome auf Genusebene darstellen zu kénnen, wurden nur diejenigen Genera
bertcksichtigt, deren Sequenzen innerhalb einer analysierten Probe haufiger als 5 x detektiert

wurden.

3.10. Erstellung des Dendrogramms
Das Dendrogramm zur Visualisierung der Verteilung der intestinalen Mikrobiota der Hunde
wurde mit Hilfe folgender Homepage erstellt:

https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HEATMAP/heatmap.html

Als Methode wurde ,Ward D" verwendet.

3.11. Bestimmung der Proteinabbauprodukte im Harn

3.11.1. Bestimmung von Harnstoff und Kreatinin

3.11.1.1. Prinzip

Harnstoff und Kreatinin im Harn werden mittels Hochleistungsflissigkeitschromatografie
bestimmt. Bei diesem chromatografischen Trennverfahren wird die Probe mit einem Laufmittel

(mobile Phase) durch eine Trennsdule gepumpt. Diese enthalt die stationare Phase.

3.11.1.2. Durchfuhrung

Fir die Bestimmung von Harnstoff und Kreatinin werden 500 pyl Harn mit 500 ul Puffer
(LICO3/H3BO3) in ein Vial abgefillt. AnschlieRend wird die Probe in einen
Hochleistungsflissigkeitschromatografen injiziert. Die fur die Bestimmung von Harnstoff und

Kreatinin verwendeten Gerate und Verbrauchsmaterialien sind in Tabelle 60 aufgefuhrt.
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3.11.2. Bestimmung von Indican

3.11.2.1. Prinzip

Die Aminosaure Tryptophan wird im Dinndarm mikrobiell zu Indol abgebaut, welches in der
Leber zu Indoxyl oxidiert und mit Sulfat verestert wird und anschlie3end renal als Indoxylsulfat-
Kaliumsalz Uber den Harn ausgeschieden wird.

Curzon und Walsh (1962) entwickelten eine Methode, auf deren Basis das verwendete Testkit
beruht. Durch Zugabe von Salzsdure und p-Dimethylaminobenzaldehyd entsteht ein
spezifisches Produkt, das bei 480 nm colorimetrisch messbar ist. Die Farbentwicklung ist nach
funf Minuten abgeschlossen und ist bis zu 10 mg/dl zur Indican-Konzentration proportional.
Uber eine Standardreihe von 0,5 — 10 mg/dl wird die Konzentration an Indican in der Probe
ermittelt. Der Test wurde in UV-Mikrokuvetten durchgefiihrt, was eine Modifikation der

Herstellerangaben ist.

3.11.2.2. Durchfuhrung

Die tiefgefrorene Harnprobe wurde zunachst bei Raumtemperatur aufgetaut, mittels
Ultraschall gereinigt und bei 13 000 x g zehn Minuten lang zentrifugiert. In die UV-
Mikrokuvetten wurden je 40 pl Wasser vorgelegt und anschlieend je 10 pl Probe in den
Wassertropfen eingemischt (1:5 Verdinnung). Jede Probe wurde mit zwei verschiedenen
Verdinnungen als Doppelbestimmung bestimmt.

Im folgenden Schritt wurden 140 pl Reagenz A durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren
eingemischt und 5 Minuten lang inkubiert. Nun wurde jeweils 10 yl Reagenz B zugegeben und
erneut 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, bevor die Konzentration bei 480 nm
colorimetrisch gegen Luft im Photometer ermittelt wurde. Uber eine Standardreihe
(0,5 — 10 mg/dl) kann die Konzentration an Indican in der Harnprobe ermittelt werden.

Uber die fur die Bestimmung verwendeten Gerate und Verbrauchsmaterialien stellen die
Tabellen 61 und 62 eine Ubersicht dar.
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3.11.3. Bestimmung von Phenol und Indol

3.11.3.1. Prinzip

Die Bestimmung erfolgt nach dem Prinzip der Gaschromatografie. Die in einem Injektor
verdampfte Probe wird Gber ein Tragergas (mobile Phase) durch eine Saule (stationare Phase)
transportiert wo es durch Wechselwirkungen zur Auftrennung der einzelnen Phenole bzw.
Indole kommt. Uber einen Flammenionisationsdetektor wird die Konzentration in der Probe

bestimmt und mittels Software ein Chromatogramm erstellt und ausgegeben.

3.11.3.2. Durchfuhrung

Von jeder zu untersuchenden Harnprobe wurden 5 ml abgenommen und mittels konzentrierter
Ameisensaure auf pH 5 eingestellt. Anschlielend wurden je 80 ul der Enzyme R -
Glucuronidase/Arylsulfatase zu den Harnproben hinzugegeben und bei 37°C im Wasserbad
fur eine Stunde inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe von 100 ul eines internen Standards (5-
Methylindol) und die Probe wurde Uber 1 Tag lyophilisiert und danach in 500 ml Methanol
aufgenommen. Nach der sich anschlielRenden Zentrifugation (2000 x g, 10 Minuten) wurde der
Uberstand in ein Vial Gberfiihrt und davon 1 pl in den Injektor injiziert.

Nachweisgrenzen in ug/ml:  Phenol=0,756, p-Cresol=0,517, 4-Ethylphenol=0,515,
Indol=0,845, 3-Methylindol=0,689, 7-Methylindol=0,720, 2-Methylindol=0,812, 2,3 -
Methylindol=0,741.

Die hierfir verwendeten Gerate und Materialien sind in Tabelle 63 (Anhang) gezeigt.

3.11.4. Bestimmung der Osmolalitat

3.11.4.1. Prinzip

Da der osmotische Wert einer Losung den Gefrierpunkt beeinflusst, kann man somit indirekt

Uber die Gefrierpunktsbestimmung den osmotischen Wert bestimmen.
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3.11.4.2. Durchfuhrung

Die Messung fand in einem Osmometer statt. Hierzu wurden etwa 100 ul Harn pro Probe in
ein Eppendorfgefall geflllt und die Messnadel des Osmometers in den Harn gehalten (Tab.
64). Das Gerat kuhlt die Probe auf -6,2°C ab. Die ,Nadel“ 16st das Gefrieren der Probe aus.

3.11.5. Bestimmung des pH-Wertes

Der pH-Wert im Harn wurde mit einer pH-Einstichelektrode gemessen (Tab. 65 Anhang).

3.11.6. Bestimmung von Harnstoff und Kreatinin im Blut

Die Bestimmung von Harnstoff und Kreatinin im Blut erfolgte photometrisch in der

Kleintierklinik der Freien Universitat Berlin.
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3.12. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten erfolgten mit dem Statistikprogramm IBM
SPSS Statistics 21.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

Die Daten wurden zuerst auf ihre Normalverteilung geprift, wozu der Shapiro-Wilk-Tests
genutzt wurde. Die Darstellung der Uberwiegend normalverteilten Daten erfolgte als Angabe
von Mittelwert und Standardabweichung.

Uber den Levene-Test wurde die Varianzhomogenitat gepriift. Lag diese vor, wurde eine
einfaktorielle (ANOVA) bzw. zweifaktorielle Varianzanalyse durchgefuhrt, anderenfalls konnte
diese nicht herangezogen werden. Fir die zweifaktorielle Varianzanalyse wurde Diat E
aufgrund des nicht vergleichbaren Fasergehaltes sowie beider enthaltenen Faserquellen
ausgeschlossen. Die anderen Diaten wurden auf die Einfliisse der Faktoren ,Protein®, ,Faser”
und ,Protein x Faser” gepruift.

Als Signifikanzniveau wurde p<0,05 festgelegt. Um Unterschiede zwischen den
verschiedenen Futterungsgruppen nachzuweisen, wurde anschlieRend ein Post-Hoc-
Signifikanztest durchgeflihrt, hierfir wurde der Tukey-Test gewahlt. Fur die nicht
normalverteilten Werte wurde der Kruskal-Wallis-Test mit anschlieliendem Mann-Whitney-U-
Test gewahlt.

Die Visualisierungen der Parameter in Harn und Kot wurden mit Hilfe der Statistiksoftware
,RStudio (RStudio Inc., Boston, MA, USA) erstellt. Fir die Erstellung der Korrelationen
zwischen den nicht normalisierten und normalisierten Harnparametern zu Kreatinin wurde der

Mann-Whitney-U-Test gewahilt.
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4. Ergebnisse

In diesem Abschnitt werden zunachst die Ergebnisse der Futteranalyse und der analysierten
Zusammensetzung des verwendeten Biertrebers sowie Karottentresters gezeigt.
AnschlieRend wird das Ergebnis des Gesundheitszustandes der Hunde wahrend des
Versuchs dargestellt sowie die Ergebnisse der Analysen von Kot, Harn und Blut. Uber die
Hundekotproben wurden verdauungsphysiologische Parameter analysiert, die bakteriellen
Metabolite ermittelt sowie eine 16sDNA-Sequenzierung mittels llumina® durchgefihrt, um die
futterungsbedingte Veranderungen der intestinalen mikrobiellen Besiedlung zu ermitteln. Der

Harn sowie das Blut wurden auf Stoffe des Proteinmetabolismus untersucht.

4.1. Versuchsdiaten

In Tabelle 9 befinden sich die analytischen Bestandteile der finf Versuchsdiaten. Tabelle 10
beschreibt die Zusammensetzung und Bezeichnung der flinf Versuchsdiaten. In Tabelle 11
werden die analytischen Bestandteile des in der Studie verwendeten Biertrebers und

Karottentresters gezeigt
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Tabelle 9: Zusammensetzung und analytische Bestandteile der Versuchsdiaten

Diat A Diat B Diat C Diat D Diat E
g/kg uS?
Trockensubstanz 917 940 927 944 931
gkg TS?
Rohasche 58,7 60,2 56,0 57,9 55,9
Rohfett 103 109 101 105 98,6
Rohprotein 213 409 216 399 219
Rohfaser 25,5 25,3 29,7 31,6 9,22
TDF2 (gesamt) 81,3 81,9 75,1 80,2 34,4
unléslich 63,8 58,6 53,2 55,8 19,7
loslich 17,4 23,3 21,9 24,4 14,7
NDF 74,9 126 56,7 86,8 30,0
NDF
(um Rohprotein 70,6 72,2 49,9 54,2 19,3
korrigiert)
ADF 36,5 41,5 42,5 41,7 16,3
Titandioxid? 2,15 2,06 2,11 2,07 2,11
Kalzium 10,1 9,83 9,99 9,84 9,75
Phosphor 7,23 7,23 6,88 6,75 7,12
Natrium 2,62 3,59 3,22 4,55 3,21
Kalium 6,43 5,99 6,17 5,98 6,18
Magnesium 1,82 1,78 1,82 1,78 1,43
mg/kg TS
Eisen 575 630 201 210 204
Mangan 114 127 108 112 113
Kupfer 19,1 19,1 17,3 23,9 23,3
Zink 136 156 131 137 143

"uS = Urspriingliche Substanz, TS = Trockensubstanz
2 TDF = Total dietary fiber, NDF = Neutral detergent fiber, ADF = Acid detergent fiber

3 Titandioxid wurde als unverdaulicher Marker eingesetzt
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Tabelle 10: Ubersicht der Faser- und Proteingehalte der Versuchsdiaten

Faserquelle in % TDF Proteingehalt Proteingehalt

20% 40%
Biertreber 7,5 Diat A Diat B
Karottentrester 7,5 Diat C Diat D
Biertreber/Karottentrester 2 Diat E

Tabelle 11: Analytische Bestandteile des Biertrebers (Firma Tremonis GmbH, Dortmund) und
des Karottentresters (Firma Ernteband Fruchtsaft GmbH, Winnenden)

Biertreber Karottentrester

g/kg uS’

Trockensubstanz 924 944
Rohasche 53,0 48,1
Rohfett 90,4 21,9
Rohprotein 258 99,0
Rohfaser 133 214
g/100 g uS

TDF (gesamt) 49,5 62,3
unldslich 447 42,8
I6slich 3,60 19,6
NDF 39,1 60,9
ADF 22,5 32,9
g/kg uS

Kalzium 6,88 7,25
Phosphor 6,21 1,56
Natrium 0,47 3,16
Kalium 1,75 8,44
Magnesium 3,00 1,32
mg/kg uS

Eisen 2420 134
Mangan 61,9 13,5
Kupfer 13,4 6,01
Zink 96,3 25,8

"uS = urspriingliche Substanz, TS = Trockensubstanz
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4.2. Gesundheitszustand und Korpermasse der Hunde

Alle zehn Versuchshunde zeigten wahrend der Versuchsdauer keinerlei gesundheitliche

Auffalligkeiten bzw. Krankheitsanzeichen. Keiner der Hunde musste vorzeitig aus dem

Versuch genommen oder mit Medikamenten behandelt werden.

4.3. Trockenmasse, pH-Wert des Kotes und Kotkonsistenz

Der pH-Wert im Kot zeigte nach Futterung der funf verschiedenen Versuchsdiaten keine
signifikanten Unterschiede, allerdings war ein Trend erkennbar (p < 0,070). Jedoch konnte in
der Trockenmasse des Kotes eine signifikante Veranderung beobachtet werden (p < 0,001).
Die Faserkomponente hatte hierbei den statistisch signifikanten Einfluss (p < 0,001). Diaten,

welche ausschlielllich Biertreber als Faserquelle enthielten, erzeugten eine héhere fakale

Trockenmasse (Tab.12).

Tabelle 12: pH-Werte und Trockenmasse [g/kg urspriingliche Substanz] im Kot der
Hunde nach Fitterung der finf Versuchsdiaten; n=10

Faserquelle Protein Diat pH Trockenmasse
. 20% A 7,04 +014 318+ 32,8°
7,5 % Biertreber 40% B 7.03£0,28 330 £ 13.6°
7.5 % Karottentrester 20% c 7,02£0,56 253 + 37,67
’ 40% D 6,64 +040 258 +244°
2 % Biertreber/ 20% E 6,02+021 307+ 185
Karottentrester
p-Werte
1-faktorielle 0,070 < 0,001
Varianzanalyse'
p-Werte Protein -2 0,360
2-faktorielle Faser - <0,001
Varianzanalyse Protein * Faser - 0,657

1 Signifikante Unterschiede (p< 0,05) zwischen den Fitterungsgruppen sind fett gedruckt
2 Aufgrund des Ergebnisses des Levene-Tests wurde der Parameter pH Kot nicht in die

zweifaktorielle Varianzanalyse mit einbezogen

ab Unterschiedliche Buchstaben in einer Spalte bedeuten signifikante Unterschiede (p<0,05)

nach ANOVA Tukey-Test
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Bei der Analyse der Kotkonsistenz konnte keine signifikante Anderung im Kot der Hunde nach
Futterung der verschiedenen Versuchsdiaten festgestellt werden (p < 0,622). Alle Hunde

hatten einen geformten, trockenen und nicht harten Kot (Score 2).

Tabelle 13: Durchschnittliche Kotkonsistenz der Fazes der Hunde nach Versuchsfutterung;

n=10
Faserquelle Protein Diat Score'
20% A 2,18 £ 0,31
7,5 % Biertreber 0% 5 230+ 048
20% C 2,05+0,37
7,5 % Karottentrester 40% D 230 % 040
2 % Biertreber/ 20% E 2221043
Karottentrester
p-Werte
1-faktorielle 0,622

Varianzanalyse
" Score 1-5; geformte, harte Fazes — fliissige Fazes (Diarrhoe)

4.4. Scheinbare Gesamtverdaulichkeit der Versuchsdiaten

Bei der scheinbaren Verdaulichkeit der Rohnahrstoffe konnte bei Rohfett ein statistisch
signifikanter Unterschied festgestellt werden (Tab. 14). Ebenfalls gab es bei den
Mengenelementen Phosphor, Natrium und Magnesium innerhalb der Diaten signifikante
Unterschiede (Tab. 15). Bei der scheinbaren Gesamtverdaulichkeit der Spurenelemente
konnte bei Kupfer ein signifikanter Unterschied ermittelt werden (Tab. 16).

Die scheinbare Gesamtverdaulichkeit von Rohfett war signifikant niedriger bei Hunden, welche
Diat A gefressen hatten. Bei der scheinbaren Gesamtverdaulichkeit von Phosphor zeigte sich
ein statistisch signifikanter Unterschied fur Diat A und B, also beides Diaten, die Biertreber
enthielten (p <0,001). Bei den Mengenelementen Natrium und Kalium sowie beim
Spurenelement Kupfer zeigte sich Diat E als signifikant unterschiedlich zu den anderen
Versuchsdiaten. Die scheinbare Gesamtverdaulichkeit war hier am hochsten. Bei den
Mengenelementen hatte Magnesium die fur Diat C die héchste und fur Diat B die niedrigste
scheinbare Gesamtverdaulichkeit. Hier hatten sowohl der Protein- als auch der Fasergehalt

den statistisch signifikanten Einfluss.
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Tabelle 14: Scheinbare Gesamtverdaulichkeit [%] der Rohnahrstoffe im Kot der Hunde nach Fitterung der flnf verschiedenen Versuchsdiaten;

Ergebnisse

n=10
20% A 327+341 924+324° 133+572 757+213 827+116
o o
7.5 % Biertreber 40% B 308+490 947+186% 16,0+377 849+102 825+074
20% C 347+648 963+074°® 139+114 77.8+209 857 +142
o)

7.5 % Karottentrester 40% D 346+105 964+169° 169+647 836+115 843+1,14
2 % Biertreber/ 20% E 371+490 955+336° 896+915 818+438 90,3210
Karottentrester

Protein 0,646 0,078 0,228 3 ;
p-Werte Faser 0,191 <0,001 0,751 ] -
2-faktorielle
Protein * Faser 0,667 0,100 0,976 .

Varianzanalyse? -

'Ra = Rohasche, Rfett = Rohfett, Rfa = Rohfaser, Rp = Rohprotein, oS = organische Substanz

2Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen sind fett gedruckt

3Aufgrund des Ergebnisses des Levene-Tests wurden die Parameter Rohprotein und organische Substanz in die zweifaktorielle Varianzanalyse nicht mit einbezogen
ab Unterschiedliche Buchstaben in einer Reihe bedeuten signifikante Unterschiede (p<0,05) nach ANOVA Tukey-Test
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Tabelle 15: Scheinbare Gesamtverdaulichkeit [%] der Mengenelemente im Kot der Hunde nach Fuitterung der finf verschiedenen Versuchsdiaten;

n=10
20% A 6,38 +335 285+483° 804+474° 892+318° 20,7 +5,82°
o o
7,5 % Biertreber 40% B 512+301 287+365° 86,1+4,08° 911+204%5 104 + 5,322
20% C 521+3091 346+779%° 758+7.70° 901 +358%° 326 +7,31°
o)

7,5 % Karottentrester 40% D 361+523 36,6+330" 862+461P¢ 91243620 256+ 7,830¢
2 % Biertreber/ 20% E 589+567 33,146,177 90,8+570° 93,7 +1,52° 19,4 8,843
Karottentrester

Protein 0,262 0,519 <0,001 0,142 <0,001

p-Werte Faser 0,292 <0,001 0,193 0,622 <0,001
2-faktorielle

Protein * Faser 0,896 0,588 0,185 0,648 0,442

Varianzanalyse?

1 Ca = Calcium, P = Phosphor, Na = Natrium, K = Kalium, Mg = Magnesium
2 Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen sind fett gedruckt
ab Unterschiedliche Buchstaben in einer Spalte bedeuten signifikante Unterschiede (p<0,05) nach ANOVA Tukey-Test
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Tabelle 16: Scheinbare Gesamtverdaulichkeit [%] der Spurenelemente im Kot der Hunde nach Futterung der funf verschiedenen Versuchsdiaten;

n=10
Faserquelle Protein Diat Fe' Mn Cu Zn
20% A 129+802 7,19+299 269+ 14,8°° 4,73 +829%P
o o
7,5 % Biertreber 40% B 124+975 176+114 199+939° 1,07 +552°
20% C 304+£227 940+123 23,8+164% 2,659,795
0,

7.5 % Karottentrester 40% D 116+230 950+6,51 40,6+6,28°° -250 + 6,88
2 % Biertreber/ 20% E 11,1£153 10,6+6,32 43,0%6,54° 10,9 +7,04°
Karottentrester

Protein 0,205 0,078 0,223 0,082

p-Werte Faser 0,135 0,316 0,031 0,258
2-faktorielle

Protein * Faser 0,175 0,083 0,004 0,764

Varianzanalyse?

"Fe = Eisen, Mn = Mangan, Cu = Kupfer, Zn = Zink
2 Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen sind fett gedruckt
ab Unterschiedliche Buchstaben in einer Reihe bedeuten signifikante Unterschiede (p<0,05) nach ANOVA Tukey-Test

62



Ergebnisse

4.5. Intestinale mikrobielle Metabolite

Bei den mikrobiellen Metaboliten zeigten sich statistisch abgesicherte Unterschiede bei D-
Laktat, L-Laktat, kurzkettigen Fettsduren, biogenen Aminen sowie Ammonium (Tab. 17,18,19).
Fur D- und L-Laktat zeigte sich die numerisch groite fakale Konzentration fur Diat A, wobei
hier die Proteinmenge die statistisch erkennbare Differenz verursachte. Die Gesamtmenge an
kurzkettigen Fettsduren war deutlich héher in den Diaten, welche Karottentrester enthielten,
dies gilt auch fir Essigsaure (p <0,004). Die Diaten hatten einen statistisch signifikanten
Einfluss auf i-Buttersaure (p < 0,004) und i-Valeriansaure (p < 0,009) in den Fazes, in dem ein
hoéherer Proteingehalt zu erhéhten fakalen Konzentrationen dieser Metabolite fihrte (Tab. 19).
Eine Erhéhung der Konzentration der Gesamtmenge an biogenen Aminen lag bei den Diaten
vor, in denen 40 % Protein enthalten waren (Diaten B und D) (p < 0,001). Die Versuchsdiaten
hatten signifikante Einflisse auf die Konzentration von Putrescin (p < 0,013), Histamin
(p =0,007), Cadaverin (p < 0,001), Spermidin (p < 0,001) und Spermin (p < 0,001) (Tab. 18).
Bei der zweifaktoriellen Analyse zeigte sich, dass der Faktor ,Protein“ bei Putrescin
(p =0,002), Spermidin (p < 0,006) und Spermin (p < 0,003) hochsignifikante Einfliisse hatte.
Weitere Unterschiede ergaben sich fir den Faktor ,Faser” fir Spermidin (p < 0,020) und den
Faktor ,Protein x Faser* fur Spermidin (p < 0,035) und Spermin (p < 0,045).

Die Konzentration an Ammonium war niedriger war bei den Diaten, die 20 % Protein enthielten
(p =0,001). Es konnten keine signifikanten Einfllisse der Versuchsdiaten auf die fakalen
Konzentrationen von Phenol, Indol, p-Cresol, 4-Ethylphenol und 7-Methylphenol festgestellt
werden (Tab. 18). Fur den Parameter Phenol zeigte sich ein Trend (p <0,080) zur
Beeinflussung der Konzentration durch den Proteingehalt. Hierbei hatten Didten mit hdherem

Proteingehalt eine zunehmende Konzentration von Phenol im Kot der Hunde zur Folge.
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Tabelle 17: Konzentration der mikrobiellen Metabolite D-Laktat, L-Laktat, verzweigtkettige Fettsauren (BCFA), kurzkettigen Fettsauren (SCFA)
(gesamt), biogene Amine (gesamt) und Ammonium [umol/g urspringliche Substanz] im Kot der Hunde nach deren Fitterung mit den

funf Versuchsdiaten; n=10

Biogene Amine

Faserquelle Protein Diat D-Laktat L-Laktat BCFA' SCFA (gesamt) (gesamt) Ammonium
7 5 9% Biertreber 20% A 1,26 £ 1,19 1,60 +£1,77 4,32 +0,60 73,9+21,0 1,64 + 0,402 21,8 £ 4,802
=70 40% B 0,23+ 0,20 0,48 £ 0,44 471+2,59 80,4 £ 25,5 2,41 + 0,56° 39,5+ 13,4°
7 5 9% Karottentrest 20% C 0,98 + 0,94 1,16 £ 0,91 411+£1,19 93,9 + 38,7 1,63 £ 0,692 19,8 £ 5,472
9 /o Rarotientrester 40% D 059+1,11 073+1,10 3,96+0,95 111 30,3 2,52+ 0,81 30,8 + 14,12P
f(% Biertreber/ 20% E 092+1,07 129+150 4,671,681 91,1 + 30,8 1,94 + 0,482 27,7 +7,723b
arottentrester
p-Werte
1-faktorielle 0,179 0,282 0,761 0,004 0,003 <0,001
Varianzanalyse
p-Werte Protein 0,023 0,042 3 0,215 <0,001 _
2-faktorielle Faser 0,891 0,793 _ 0,010 0,800 _
Varianzanalyse? Protein * Faser 0,298 0,358 - 0,576 0,764 _

1 BCFA= Branched chain fatty acids (verzweigtkettige Fettsduren), SCFA= Short chain fatty acids (kurzkettige Fettsauren)
2 Signifikante Unterschiede (ps 0,05) zwischen den Fitterungsgruppen sind fett gedruckt
3 Aufgrund des Ergebnisses des Levene-Tests wurden fiir die Parameter BCFA und NH4* keine zweifaktorielle Varianzanalyse durchgefiihrt

ab Unterschiedliche Buchstaben in einer Reihe bedeuten signifikante Unterschiede (p<0,05) nach ANOVA Tukey-Test
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Tabelle 18: Konzentration von Putrescin, Histamin, Cadaverin, Spermidin und Spermin [umol/g urspriingliche Substanz] im Kot der Hunde nach
deren Futterung mit den flnf Versuchsdiaten; n=10

Faserquelle Protein Diat Putrescin Histamin Cadaverin Spermidin Spermin
7 5 9% Biertreber 20% A 0,68 £ 0,44 0,01 £0,012 0,04 £ 0,032 0,55+ 0,172 0,35+ 0,13°¢
o e 40% B 1,10 £ 0,49 0,02 £ 0,012 0,22 £ 0,182 0,90 £ 0,23° 0,16 £ 0,092
20% C 0,64 £ 0,44 0,02 £ 0,022 0,16 £ 0,182 0,53 £ 0,152 0,27 £ 0,142P
7,5 % Karottentrester o
40% D 1,21 £ 0,51 0,04 £ 0,03° 0,44 £ 0,27° 0,58 + 0,282 0,23 £ 0,092°
o/ o
2 b Blertreber/ 20% E 0,68+0,38  0,03+002%® 0,160,167 0,58 + 0,16° 0,49 £ 0,17°
arottentrester
p-Werte
1-faktorielle 0,013 0,007 < 0,001 0,001 < 0,001
Varianzanalyse
Protein 0,002 0,006 0.003
p-Werte F 0,827 0,020 |
aser , )
2-faktorielle 0,882
] Protein *
Varianzanalyse? 0.628 0.035 0.045
Faser ’ ’ ’

" Aufgrund des Ergebnisses des Levene-Tests wurden fiir den Parameter Histamin keine zweifaktorielle Varianzanalyse durchgefiihrt

Tyramin konnte nicht detektiert werden

ab Unterschiedliche Buchstaben in einer Reihe bedeuten signifikante Unterschiede (p<0,05) nach ANOVA Tukey-Test
Signifikante Unterschiede (p< 0,05) zwischen den Fiitterungsgruppen sind fett gedruckt
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Tabelle 19: Konzentration von Essigsaure, Propionsaure, i-Buttersdure, n-Buttersaure, i-Valeriansaure und n-Valeriansaure
[umol/g urspringliche Substanz] im Kot der Hunde nach deren Futterung mit den flnf Versuchsdiaten; n=10

Faserquelle Protein  Diat Essigséure Propionsiure  i-Buttersdure  n-Buttersdure  i-Valeriansiure n-Valerianséure
7 5 9% Biertreber 20% A 37,77 £ 11,32 18,7 £ 7,52 1,72 + 0,38%P 11,9+ 5,60 2,18 + 0,46%° 1,63 +£1,33
’ 40% B 43,58 £ 15,3 20,5+6,13 2,47 +0,89° 10,2+4,13 2,91 +1,12° 0,84 £ 0,79
7.5% 20% C 55,05 + 23,12 21,8+ 10,7 1,50 £ 0,45° 12,3+£6,72 1,70 £ 0,522 1,55+£1,43
Karottentrester  40% D e644+186> 239+7,15 2,08+050°® 150+11,2 2,630,872 0,99 2,19
o Do
loBoriebe 0%  E  4459£159%°  186%673  199:064%°  20,1£127  258+076 334324
arottentrester
p-Werte
1-faktorielle 0,004 0,537 0,004 0,538 0,009 0.569
Varianzanalyse
Protein 0,131 0,460 0.001 0,834 0,002 0.002
p-Werte ’ ’
) Faser 0,001 0,207 0.107 0,269 0,139 0.139
2-faktorielle ’ ’
) ) Protein*®
Varianzanalyse® 0,619 0,956 0,650 0,348 0,684 0,684

ab Unterschiedliche Buchstaben in einer Reihe bedeuten signifikante Unterschiede (p<0,05) nach ANOVA Tukey-Test

Signifikante Unterschiede (p< 0,05) zwischen den Fitterungsgruppen sind fett gedruckt
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Tabelle 20: Konzentration von Phenol, Indol, p-Cresol, 4-Ethylphenol und 7-Methylphenol [in ug/mg urspringliche Substanz] im Kot der Hunde
nach Futterung der finf Versuchsdiaten, n=10

Faserquelle Protein Diat Phenol Indol p-Cresol’ 4-Ethylphenol 7-Methylindol’
7 5 % Biertreber 20% A 0,85+ 1,37 73,8 £20,8 0,38 £ 0,86 4,64 + 2,51 25,7 £ 38,2
o e 40% B 3,43 £2,98 96,9 £ 63,5 1,34 + 2,87 4,36 + 3,02 10,9 £ 10,7
20% C 0,97 £ 2,14 84,0 +39,4 0,27 £ 0,86 3,46 + 1,79 8,07 +12,2
7,5 % Karottentrester o
40% D 1,37 £ 3,47 67,8+ 12,1 n.d. 4,67 £1,32 12,6 £ 5,90
o o
2K % Biertreber/ 20% E 326+600 822191 n.d, 4,98 £ 1,90 29,7+327
arottentrester
p-Werte
1-faktorielle 0,297 0,449 0,199 0,593 0,180
Varianzanalyse
p-Werte Protein 0,080 0,782 - 0,523 -
2-faktorielle Faser 0,250 0,448 - 0,543 -
Varianzanalyse? Protein * Faser 0,193 0,122 - 0,303 -

n.d. = nicht detektiert

" Aufgrund des Ergebnisses des Levene-Tests wurden fiir die Parameter p-Cresol und 7-Methylindol keine zweifaktorielle Varianzanalyse durchgefiihrt
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4.6. Zusammensetzung der fakalen Mikrobiota

4.6.1. Relatives Vorkommen bakterieller Phyla im Hundekot nach Futterung der

Versuchsdiaten

Das relative Vorkommen bakterieller Phyla ist in Tabelle 21 aufgefiihrt. Das Phylum Firmicutes
stellte den groRten Anteil dar (bis zu 48 %). Das relative Vorkommen lag héher bei Diaten mit
40 % Rohprotein in der Diat (p < 0,004). Die weiteren Phyla in absteigender Reihenfolge
waren: Bacteroidetes (bis zu 28 %), Fusobacteria (bis zu 24,4 %), Actinobacteria (bis zu
4,33 %), Proteobacteria (bis zu 0,42 %), Euryachaeota (bis zu 0,27 %) und Tenericutes (bis zu
0,11 %).
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Tabelle 21: Relatives Vorkommen [in %] bakterieller Phyla im Kot von Hunden nach Futterung der Versuchsdiaten; n=10

Protein Protein Protein
20% 40% 20% 40% 20%
Bakterienphyla Faserquelle Faserquelle Faserquelle
7,5 % Biertreber 7,5 % Biertreber 7,5 % Karotten- 7,5 % Karotten- 2 % Biertreber /
p-Werte'

trester trester Karottentrester
Firmicutes 38,56+ 11,1 43,3+ 13,6 38,7+ 17,6 48,3 + 20,3 39,7+ 13,5 0,004
Bacteroidetes 26,7 £ 7,05 25,2 £ 9,58 28,2+ 14,5 25,6 + 13,3 21,5+ 13,1 0,716
Fusobacteria 20,5+ 11,7 21,5+6,43 24,4 +10,9 21,0+ 141 22,0+ 6,79 0,684
Actinobacteria 3,88 + 3,86° 2,17 +1,21° 2,93 + 3,02° 0,75+ 0,39? 4,33 £ 3,17° 0,688
Proteobacteria 0,42 £ 0,50 0,36 £ 0,17 0,22 £ 0,30 0,39 £ 0,45 0,33+0,29 0,772
Euryachaeota 0,03 £ 0,05 0,03 £ 0,05 0,27 £ 0,41 0,05+0,10 0,06 £ 0,06 0,450
Tenericutes 0,11 +0,14 0,01 £0,00 n.d. n.d. n.d. 0,238

ab Unterschiedliche Buchstaben in einer Reihe bedeuten signifikante Unterschiede (p<0,05) nach Mann-Whitney-U-Test
' Signifikante Unterschiede (ps 0,05) zwischen den Fitterungsgruppen sind fett gedruckt
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4.6.2. Relatives Vorkommen bakterieller Ordnungen im Kot von Hunden nach

Futterung der Versuchsdiaten

Das relative Vorkommen bakterieller Ordnungen im Kot der zehn Versuchshunde nach
Verfutterung der Versuchsdiaten werden in Tabelle 22 gezeigt. Dabei waren die Ordnungen
Clostridiales (bis zu 44,4 %), Bacteroidales (bis zu 28,2 %), Fusobacteriales (bis zu 24,4 %),
Selenomonadales (bis zu 5,48 %), Bifidobacteriales (bis zu 3,43 %), Erysipelotrichales (bis zu
2,99 %), Lactobacillales (bis zu 1,93 %), Coriobacteriales (bis zu 1,68 %) und Aeromonadales
(bis zu 0,35 %). Statistisch signifikante Unterschiede zeigten sich bei Bifidobacteriales, hier
wurden im Kot der Hunde nach Fitterung mit Diat E das héchste relative Vorkommen
festgestellt (p < 0,005). Das gleiche gilt fur die bakterielle Ordnung der Erysipelotrichales, hier
lag ebenfalls bei Diat E das hdchste relative Vorkommen vor (p < 0,028). Die Ordnung

Coriobacteriales war numerisch erhoht bei beiden Diaten mit Biertreber als Faserquelle.
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Tabelle 22: Relatives Vorkommen [in %] bakterieller Ordnungen im Kot von Hunden nach Futterung der Versuchsdiaten; n=10

Protein Protein Protein
20% 40% 20% 40% 20%
Bakterienordnung Faserquelle Faserquelle Faserquelle
7,5 % Biertreber 7,5 % Biertreber 7,5 % Karotten- 7,5 % Karotten- 2% Biertreber/ p-Werte!
trester trester Karottentrester
Clostridiales 32,8 £10,3 35,8 £+12,6 33,5116,4 44,4 +20,1 31,6 15,3 0,527
Bacteroidales 26,8 7,03 25,4 £9,58 28,2 +14,5 25,6 £13,3 21,5 £13,1 0,089
Fusobacteriales 20,5 +11,7 21,5 +6,43 24,4 +10,9 21,0 +14,1 22,0 6,79 0,100
Selenomonadales 5,27 +2,44 5,48 2,22 3,30 +0,92 3,47 £2,33 3,84 2,27 0,732
Bifidobacteriales 2,28 +2,30° 0,48 +0,43ab 2,33 +2,60ab 0,26 +0,242 3,43 £3,29° 0,005
Erysipelotrichales 0,11 £0,332b 0,13 £0,132 0,30 +0,592b 0,04 +0,092b 2,99 £8,84b 0,028
Lactobacillales 0,38 £0,55 1,93 4,99 1,53 3,04 0,42 £0,73 1,35 2,23 0,358
Coriobacteriales 1,58 +2,51ab 1,68 £1,16° 0,59 +0,652b 0,49 10,342 0,87 £0,51ab 0,882
Aeromonadales 0,41 £0,50 0,35 10,18 0,21 0,27 0,33 +0,34 0,31 0,29 0,002
Enterobacteriales n.d. n.d. n.d. n.d. 0,01 £0,01 0,575
Methanobacteriales 0,03+0,05 0,03 £0,05 0,27 £0,41 0,05 £0,10 0,06 +0,06 0,772
Campylobacterales 0,01 10,01 0,01 £0,01 0,04 +0,09 0,04 £0,12 0,01 £0,02 0,523
Gordonibacter 0,15 +0,20 0,18 0,23 0,06 0,04 0,07 £0,11 0,12 £0,09 0,223
Actinomycetales 0,01 £0,02 0,01 0,01 0,01 £0,01 0,01 10,01 0,03 +0,02 0,684
Mycoplasmatales 0,11 0,14 0,01 £0,00 n.d. n.d. n.d. 0,238
Bacillales n.d. n.d. 0,01 0,01 n.d. n.d. 0,124
unclassified

Betaproteobacteria n.d. 0,05 +0,06 n.d. 0,06 +0,09 n.d. 0,426

ab Unterschiedliche Buchstaben in einer Reihe bedeuten signifikante Unterschiede (p<0,05) nach Mann-Whitney-U-Test

' Signifikante Unterschiede (ps< 0,05) zwischen den Fitterungsgruppen sind fett gedruckt
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4.6.3. Relatives Vorkommen bakterieller Genera im Kot von Hunden nach Futterung

der Versuchsdiaten

In Tabelle 23 ist das relative Vorkommen bakterieller Genera im Hundekot nach Futterung der
Versuchsdiaten aufgefihrt. Dabei sind alle Genera, die bei der lllumina® Sequenzierung
<1 % vorkamen, hier nicht gezeigt. Die haufigsten Genera (absteigende Reihenfolge) waren:
Fusobacterium,  Bacteroides, Clostridium, Faecalibacterium, Prevotella, Blautia,
Ruminococcus, Bifidobacterium, Phascolarctobacterium und Acidaminococcus. Bei der
Gattung Faecalibacterium gab es eine statistisch signifikante Erhdhung beim relativen
Vorkommen im Kot von Hunden, die zuvor Diat E gefressen hatten (p < 0,001). Diese
Beobachtung gilt ebenso flur Bifidobacterium (p < 0,005). Diaten mit Biertreber fihrten zu einer
Erhéhung von Phascolarctobacterium (p < 0,007), Acidaminococcus (p < 0,019),
Parabacteroides (p = 0,001) und Paraprevotella (p < 0,005). Eine erhohte fakale Konzentration
von Lachnospira (p < 0,001) wurde nach Ftterung von Diaten mit Karottentrester als

Faserquelle beobachtet.
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Tabelle 23: Relatives Vorkommen [in %] bakterieller Genera im Kot von Hunden nach Futterung der Versuchsdiaten; n=10

Protein Protein Protein p-Werte?
20% 40% 20% 40% 20%
Bakteriengenera’ Faserquelle Faserquelle Faserquelle
7,5 % Biertreber 7,5 % Biertreber 7,5 % Karotten- 7,5 % Karotten- 2% Biertreber/
trester trester Karottentrester

Fusobacterium 20,5+ 11,7 21,5+6,43 24,4+ 10,9 21,0+ 14,1 22,0+6,79 0,772
Bacteroides 19,1+ 4,98 19,7+ 7,97 242 +12,9 20,1+9,85 17,6 £ 10,9 0,738
Clostridium 16,7+ 7,23 19,3+ 9,25 14,1 + 6,96 18,2+ 17,5 18,5+ 9,75 0,403
Faecalibacterium 0,62 + 0,742 1,06 £ 1,012 3,65+ 8,432 9,09 + 9,51° 0,65 + 0,512p 0,001
Prevotella 5,59 £ 3,01 4,86 + 2,90 3,88 + 3,62 511 5,13 3,17 £ 2,62 0,492
Blautia 3,03+2,16 4,58 + 1,97 3,33 £ 3,06 3,50 £ 1,74 2,40 £ 0,96 0,158
Ruminococcus 3,97 £ 2,54 3,23+1,35 3,26 + 1,94 2,64 + 1,34 3,75+ 3,50 0,633
Bifidobacterium 2,28 + 2,30° 0,48 + 0,432P 2,33 + 2,602 0,26 £ 0,242 3,43 + 3,290 0,005
Phascolarctobacterium 2,11 +£1,03° 1,96 + 0,64° 1,01 £ 0,312 1,29 + 0,552 1,37 £ 0,652 0,007
Acidaminococcus 2,04 + 1,05 1,92 + 0,63° 0,98 £+ 0,302 1,37 £ 0,63ab 1,46 + 0,782 0,019
Lactobacillus 0,36 £ 0,54 1,92 + 4,99 1,67 + 3,19 0,45+ 0,75 1,20+ 2,24 0,662
Eubacterium 1,67 £1,48 1,74 £ 0,90 2,20 £ 1,94 1,81+1,95 1,04 £ 0,78 0,253
Alistipes 2,04 £1,05 1,92 + 0,63 0,98 £ 0,30 1,37 £ 0,63 1,46 £ 0,78 0,196
Robinsoniella 1,46 + 1,42 1,30 £ 0,90 1,62+1,24 1,67 £ 1,82 1,12+ 1,03 0,899
Butyrivibrio 0,30 £ 0,26 0,27 £ 0,19 1,31+ 2,06 2,26 + 2,34 0,73 +0,62 0,254
Cellulosilyticum 1,82+ 2,37 0,31+0,32 0,54 + 0,61 0,40 £ 0,55 0,52+0,78 0,477
Atopobium 1,08 + 1,80 0,52+0,43 0,37 £ 0,52 0,08 + 0,07 0,41 +0,45 0,146
Hespellia 1,30 + 1,31 1,30 + 1,03 0,53 £ 0,87 1,20 + 1,87 0,99 £+ 0,89 0,504
Selenomonas 0,67 £ 0,72 1,37 £ 1,75 0,72 + 0,86 0,72 + 0,81 0,80 + 0,45 0,509
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Parabacteroides 1,02 + 1,76° 0,42 + 0,22 0,09+ 0,122 0,12 £ 0,072 0,25 + 0,14° 0,001
Collinsella 0,42 + 0,56 0,85+ 1,16 0,18+ 0,16 0,31 +£0,32 0,24 £ 0,10 0,051
Paraprevotella 1,12 + 2,80 0,23 +£0,13 0,09 + 0,042 0,310,822 0,99 £ 2,502ab 0,005
Roseburia 0,40 £ 0,55 1,50 + 1,69 1,28 £ 1,60 0,57 + 0,37 0,43 + 0,36 0,265
Lachnospira 0,01 £0,012 0,02 £ 0,022 0,84 + 0,97° 1,82 £ 2,230 0,56 + 0,51° < 0,001
Butyricicoccus 0,17 £ 0,08 0,13+ 0,07 0,08 + 0,04 0,13+ 0,07 0,12 £ 0,06 0,158
Megamonas 0,50 + 0,54 0,48 + 0,29 0,56 + 0,45 0,47 + 0,61 0,76 + 0,66 0,620
unclassified Erysipelotrichaceae 0,51+ 0,68 0,09+0,12 0,89+0,78 0,06 £ 0,11 533119 0,283
Gordonibacter 0,15+ 0,20 0,18+ 0,23 0,06 + 0,04 0,07 £ 0,11 0,12 £ 0,09 0,223
Methanosphaera 0,07 £ 0,05 0,05+ 0,06 0,48 £+ 0,45 0,12+ 0,14 0,09 £ 0,05 0,111
Campylobacter 0,02 £ 0,01 0,02 £ 0,01 0,09+0,15 0,13 +£0,21 0,03 £ 0,04 0,970
Pediococcus 0,01 £ 0,00 0,01 £ 0,00 n.d.s 0,01 £ 0,00 0,23 £ 0,39 0,504
Erysipelothrix n.d. 0,16 + 0,07 n.d. 0,01 £0,01 0,13+ 0,03 0,094
Peptostreptococcus n.d. 0,22 £ 0,24 0,12+ 0,14 0,09 £ 0,14 0,13 +£ 0,08 0,397
unclassified Lachnospiraceae n.d. 0,09+0,12 n.d. 0,30+ 0,42 n.d. 0,725
Mycoplasma 0,11+ 0,14 0,01 £ 0,00 n.d. n.d. n.d. 0,238
Epulopiscium n.d. n.d. n.d. 0,15+ 0,21 n.d. 0,213

" Alle Genera < 0,1 % Vorkommen wurden in der vorliegenden Tabelle nicht berlcksichtigt

2 Signifikante Unterschiede (p< 0,05) zwischen den Fiitterungsgruppen sind fett gedruckt

% n.d. = nicht detektiert

ab Unterschiedliche Buchstaben in einer Reihe bedeuten signifikante Unterschiede (p<0,05) nach Mann-Whitney-U-Test
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4.6.4. Prifung der Faktoren ,Protein®, ,Faserquelle® und ,Protein x Faserquelle® auf
den Einfluss der Zusammensetzung bakterieller Phyla, Ordnungen und Genera

im Kot

Im folgenden Abschnitt sind die Ergebnisse dargestellt, bei denen jeweils die bakterielle
Zusammensetzung der Phyla, Ordnung sowie Genera auf den Einfluss der Zusammensetzung
im Kot getestet wurde (Tab. 24-26). Bei den Phyla hatte ,Protein” einen statistisch signifikanten
Einfluss auf das relative Vorkommen bei Actinobacteria (p < 0,021), indem ein niedrigerer

Proteingehalt eine verstarkte Abundanz zur Folge hatte.

Tabelle 24: Prifung der Faktoren ,Protein®, ,Faserquelle und ,Protein x Faserquelle® auf die
Zusammensetzung bakterieller Phyla im Kot der Hunde

p —Werte
Bakterienphyla
Protein Faserquelle Protein x Faserquelle
Firmicutes 0,167 0,620 0,642
Bacteroidetes 0,576 0,802 0,882
Fusobacteria 0,735 0,633 0,545
Actinobacteria 0,021 0,152 0,775
Proteobacteria 0,679 0,476 0,360
Euryachaeota 0,089 0,056 0,112
Tenericutes - - -

Bei den Bakterienordnungen (Tab. 25) zeigte sich mit (p < 0,001) ein deutlich statistisch
signifikanter Einfluss von ,Protein“ auf die Zusammensetzung von Bifidobacteriales, die
Abundanz wurde durch Diaten mit geringem Proteingehalt geférdert. Einen statistisch
signifikanten Einfluss hatte die Art der Faserquelle bei Selenomonadales (p < 0,007),
Coriobacteriales (p < 0,030) und Methanobacteriales (p < 0,032). Biertreber flhrte bei
Selenomonadales und Coriobacteriales zu einem vermehrten Vorkommen, wahrend nach
Futterung von Karottentrester (im Gegensatz zu Biertreber) die Abundanz von
Methanobacteriales hoher war. Fur die Kombination ,Protein x Faserquelle® konnte kein

statistisch signifikanter Einfluss vermerkt werden.
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Tabelle 25: Prifung der Faktoren ,Protein®, ,Faserquelle” und ,Protein x Faserquelle® auf die Zusammensetzung bakterieller Ordnungen im Kot

der Hunde
p - Werte
Bakterienordnung
Protein Faserquelle Protein x Faserquelle

Bacteroidales 0,712 0,964 0,982
Clostridiales 0,178 0,359 0,448
Fusobacteriales 0,686 0,590 0,508
Selenomonadales 0,792 0,007 0,974
Bifidobacteriales 0,001 0,970 0,672
Coriobacteriales 0,980 0,030 0,813
Lactobacillales 0,879 0,906 0,162
Aeromonadales 0,807 0,333 0,399
Erysipelotrichales 0,214 0,539 0,160
Methanobacteriales 0,053 0,032 0,068
Campylobacterales 0,922 0,153 0,972
Actinomycetales 0,141 0,675 0,475
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In Tabelle 26 finden sich die Bakteriengenera mit Prifung der Faktoren ,Protein®, ,Faserquelle®
und ,Protein x Faserquelle“. Fir den Faktor ,Protein“ konnte dabei ein statistisch signifikanter
Einfluss auf Bifidobacterium (p < 0,007), Lactobacillus (p < 0,004), Gordonibacter (p < 0,011),
Hespellia (p < 0,024), sowie unclassified Erysipelotrichaceae (p < 0,006) detektiert werden.
Die Gattung Bifidobacterium wurde vermehrt im Kot der Hunde detektiert nach Futterung der
proteinarmen Diaten. Die folgenden Genera wurden durch die “Faserquelle” beeinflusst:
Acidaminococcus (p < 0,020), Lactobacillus (p < 0,004), Alistipes (p < 0,042), Gordonibacter
(p = 0,014), Butyrivibrio (p < 0,003), Hespellia (p < 0,019). Die Abundanz der Gattung
Butyrivibrio wurde durch das Verfittern der Didten mit Karottentrester erhoht.

Im Gegensatz zu den Phyla und Ordnungen, konnte im Bereich der bakteriellen Genera die
meisten Einflisse der Kombination ,Protein x Faserquelle® entdeckt werden: Lactobacillus
(p < 0,004), Gordonibacter (p < 0,018), Hespellia (p < 0,023).

Berucksichtigt man den Einfluss der drei getesteten Faktoren, war die Abundanz von
Lactobacillus am hochsten nach Fultterung der Diaten B und C. Die Gattung Gordonibacter
wurde am meisten nach Futterung der Diaten mit Biertreber und der Referenzdiat in der Fazes
detektiert. Nach Futterung der Diaten mit Karottentrester lag unabhangig des Proteingehaltes

die Gattung Hespellia am haufigsten im Kot der Hunde vor.
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Tabelle 26: Prifung der Faktoren ,Protein®, ,Faserquelle” und ,Protein x Faserquelle® auf die Zusammensetzung bakterieller Gattungen im Kot

der Hunde
p - Werte
Bakteriengenera’
Protein Faserquelle Protein x Faserquelle

Fusobacterium 0,352 0,924 0,391
Bacteroides 0,826 0,499 0,867
Clostridium 0,233 0,943 0,478
Prevotella 0,961 0,574 0,848
Blautia 0,344 0,860 0,358
Ruminococcus 0,069 0,218 0,289
Bifidobacterium 0,007 0,652 0,985
Phascolarctobacterium 0,632 0,168 0,612
Acidaminococcus 0,966 0,020 0,713
Lactobacillus 0,004 0,004 0,004
Eubacterium 0,779 0,473 0,546
Faecalibacterium 0,665 0,301 0,411
Alistipes 0,769 0,042 0,679
Robinsoniella 0,995 0,386 0,636
Butyrivibrio 0,468 0,003 0,444
Cellulosilyticum 0,333 0,448 0,499
Gordonibacter 0,011 0,014 0,018
Hespellia 0,024 0,019 0,023
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Selenomonas
Parabacteroides
Collinsella
Paraprevotella
Roseburia
Lachnospira
Butyricicoccus
Megamonas
unclassified
Erysipelotrichaceae
Methanosphaera

Campylobacter

0,711
0,147
0,574
0,218
0,198
0,372
0,979
0,681

0,006

0,512
0,379

Ergebnisse

0,706
0,118
0,668
0,078
0,677
0,264
0,075
0,703

0,406

0,357
0,463

0,558
0,162
0,955
0,849
0,389
0,372
0,073
0,304

0,302

0,494
0,387
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4.7. Visualisierung der fakalen Mikrobiota mittels Dendrogramm

In Abbildung 2 ist die Visualisierung der fakalen Mikrobiota der Hunde dargestellt. Es zeigte
sich eine optische Unterscheidung der Gruppen 2 und 4 zu den Ubrigen Gruppen 1,3 und 5.
Gruppen 2 und 4 entsprechen Diat B und D (40 % Rp), die tbrigen Gruppen stehen fir die
Diaten A, C und E (20 % Rp).
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Abbildung 2: Dendrogramm der fakalen Mikrobiota der 10 Versuchshunde nach Futterung der 5 Versuchsdiaten
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4.7.1. Visualisierung der relativen Abundanz der fakalen Mikrobiota mittels ,Heatmap*

Die Visualisierung der relativen Abundanz der am haufigsten detektierten fakalen Mikrobiota
auf Gattungsebene ist in Abbildung 3 gezeigt. Die Gattungen Clostridium, Bacteroides sowie
Fusobacterium sind unabhangig der Diaten A-D am haufigsten im Kot der Hunde

nachzuweisen.

i
23
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o
@

Clostridium
Bacteroides
Fusobacterium
Prevotella
Blautia
Ruminococcus
Butyrivibrio
Lachnospira
Robinsoniella
Parabacteroides
Roseburia
Selenomonas
Atopobium
Hespellia
Collinsella
Phascolarctobacterium

Faecalibacterium
Pediococcus

Megamonas
Anaerobiospirillum

Eubacterium
classified.Erysipelotrichaceae

Lactobacillus
Paraprevotella
unclassified.Clostridiales
Bifidobacterium
Cellulosilyticum
Methanosphaera
Gordonibacter

Acidaminococcus
unclassified.Lachnospiraceae

Abbildung 3: Relative Abundanz der am haufigsten vorkommenden fakalen Mikrobiota im Kot der
Hunde nach Ftterung der Versuchsdiaten
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4.7.2. Visualisierung der Verteilung der fakalen Mikrobiota mittels Balkendiagramm

Die Abbildungen 4, 5 und 6 zeigen die Verteilung der fakalen Mikrobiota mittels
Balkendiagramm. Abbildung 4 veranschaulicht die Verteilung der bakteriellen Gattungen im
Kot der Hunde nach Futterung der funf Versuchsdiaten, wobei die Gattungen Clostridium,
Bacteroides und Fusobacterium dominant sind.

In Abbildung 5 ist die Verteilung der fékalen Mikrobiota nach Proteingehalt der Diaten
dargestellt. Es wird ersichtlich, dass die Gattungen Clostridium, Faecalibacterium und Blautia
eine hohere Abundanz im Kot der Hunde nach Futterung der Diaten mit 40 % Rp zeigen.
Diaten mit einem Rohproteingehalt von 20 % flhrten zu einem Anstieg der Gattung
Bifidobacterium im Kot. Es lasst sich anhand des Balkendiagramms eine groRRere Vielfalt der
intestinalen bakteriellen Genera nach Futterung eines geringeren Proteingehaltes erkennen.
Bei der Betrachtung der relativen Abundanz der fakalen Mikrobiota im Hinblick auf die beiden
verwendeten Faserquellen (Abb. 6) wird ersichtlich, dass nach Fitterung von Diaten mit
Biertreber mehr Bakterien der Gattung Clostridium im Kot der Hunde nachzuweisen waren als
nach Futterung mit Karottentrester. Jedoch konnten nach Futterung von Karottentrester die

Gattungen Bacteroides, Faecalibacterium und Lachnospira vermehrt detektiert werden.
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Abbildung 4: Verteilung der fakalen Mikrobiota der Hunde nach Futterung der Versuchsdiaten
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Abbildung 5: Verteilung der fakalen Mikrobiota der Hunde nach Proteingehalt der Diaten
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Abbildung 6: Verteilung der fakalen Mikrobiota der Hunde nach Faserquelle der Diaten
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4.8. Parameter in Harn und Blut

In Tabelle 27 sind die Ergebnisse der Analysen der Untersuchungen im Harn sowie im Blut
dargestellt. Im Harn zeigten sich dabei statistisch abgesicherte Unterschiede bei Harnstoff,
Kreatinin, Indican sowie der Osmolalitat. Harnstoff zeigte sich sowohl im Harn (p < 0,001) als
auch im Blut (p < 0,001) statistisch unterschiedlich nach Fitterung der Diaten mit héherem
Proteingehalt. Ein héherer Proteingehalt der Diaten flhrte hier zu einer erhéhten Konzentration
von Harnstoff in Harn und Blut. Fir Kreatinin ergaben sich signifikante Unterschiede
(p=0,002) im Harn der Hunde, bei erhéhtem Proteingehalt stieg lagen hdohere
Kreatininkonzentrationen vor. Im Blut war der Faktor ,Protein“ flr die Unterschiede der
Kreatininwerte verantwortlich (p < 0,055), es lag eine numerische Erhohung fur die Diaten mit
40 % Protein vor. Dies konnte ebenfalls fur die Osmolalitdt im Harn beobachtet werden
(p=0,001). Der Parameter Indican im Harn zeigte die grdften statistisch signifikanten
Unterschiede fir Diat C (geringste Konzentration) und Diat D (héchste Konzentration). Der pH-
Wert unterschied sich nicht. Fur Natrium zeigte sich ein Trend (p < 0,070) zur Beeinflussung
durch die Diaten, bei der zweifaktoriellen Varianzanalyse konnte ein signifikanter Einfluss
durch das Protein der Diaten festgestellt werden (p < 0,013). Bei Kalium konnte flr den Faktor
,Protein“ ein Trend zur Beeinflussung gezeigt werden (p < 0,085). Beide Parameter wurden
durch die proteinreichen Diaten erhoht.

Fir Phenole und Indole konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Versuchsdiaten festgestellt werden, fir den Parameter 7-Methylindol lag ein Trend (p < 0,087)
fur den Faktor ,Faser” vor (Tab. 28). Diaten mit Biertreber sowie die Referenzdiat hatten
numerisch hohere Konzentrationen als Diaten mit Karottentrester.

In den Tabellen 29 und 30 sind die Ergebnisse der Korrelationen der nicht normalisierten
Parameter sowie der normalisierten Parameter (= Parameter bezogen auf Kreatinin) mit den
Faktoren ,Faser” und ,Protein® dargestellt. Nach Prufen der Korrelation mit dem Faktor ,Faser”
konnten vor und nach Normalisierung keine Unterschiede detektiert werden. Allerdings hatte
das Normalisieren der Parameter und der Vergleich mit dem Faktor ,Protein“ Unterschiede der
Signifikanzen zur Folge. Die Parameter Indican und Osmolalitdt zeigten nach der
Normalisierung keine signifikanten Unterschiede zum Faktor ,Protein®. Bei Phenol und 7-
Methylindol flhrte das Normalisieren zu deutlicheren Unterschieden (p < 0,016) bzw.
(p =0,048). Da eine Normalisierung mit Kreatinin nicht geeignet erscheint und die
Interpretation von Harnparametern im Spontanharn weiterer Forschung bedarf, wurde auf

weitere Statistik (wie Darstellung der Regressionen) verzichtet.
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Tabelle 27: Ausgewahlte Parameter im Harn und Blut nach Futterung der Hunde mit den finf verschiedenen Versuchsdiaten; n=10

Harn Blut
Faserquelle Protein  Diét Harnstoff Kreatinin Indican Osmolalitat Natrium Kalium oH Harnstoff Kreatinin
[ug/ml] [ug/ml] [mg/dL] [mosmi/L] pg/ml pg/ml [mmol/L] [umol/L]
7 5 9% Biertreber 20% A 22,8 +17,32 527 + 3642 15,2+ 10,62 608 +2922> 919 +440 2613+1097 7,10+0,77 | 4,62+0,832 57,0+129
’ 40% B 35,6 + 14,62b 736 £ 3452b 16,7 + 10,22 838 + 349°¢ 1719+ 1112 2705+1128 7,36+0,94 | 6,96 + 1,106 60,2+ 12,8
7.5 % 20% C 15,3 £ 9,242 434 + 2512 8,34 £+ 6,512 408 + 1622 979 + 451 1974 +793 7,11+0,89 | 4,35+£0,822 56,2+ 8,59
Karottentrester 40% D 45,7 + 27,9° 967 £449> 233+16,1® 1018 +378° 1471 +894 3193 +1542 6,77+0,76 | 7,23 +142> 67,3+10,8
f(% Biertreber/ 500, £ 139%1042  367£289° 107 +940%° 375:+197% 0864573 2145+ 1386 7,64+0,87 | 4,39+123%0 585+ 17,9
arottentrester
p-Werte
1-faktorielle <0,001 0,002 0,038 <0,001 0,070 0,197 0,226 <0,001 0,335
Varianzanalyse'
Protein 0,001 0,826 0,142 <0,001 0,013 0,085 0,877 <0,001 0,055
p-Werte Faser 0,002 0,548 0,162 0,922 0,705 0,840 0,275 1,000 0,388
2-faktorielle Protein *
Varianzanalyse Faser 0,029 0,976 0,068 0,068 0,535 0,137 0,271 0,431 0,281

ab Unterschiedliche Buchstaben in einer Spalte bedeuten signifikante Unterschiede (p<0,05)
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Tabelle 28: Konzentration von Phenol, Indol, 4-Ethylphenol, 3-Methylindol und 7-Methylphenol [in nmol/ml] im Harn der Hunde nach Futterung
der funf Versuchsdiaten, n=10

Faserquelle Protein Diat Phenol Indol 4- Ethylphenol 3-Methylindol’ 7-Methylindol
7 5 % Biertreber 20% A 32,7+ 16,5 15,4 + 10,2 5,24 +2,79 15,9+ 18,6 9,50 + 7,95
> 70 40% B 33,6+225 12,5 + 9,66 447 +294 8,65 + 6,63 8,46 + 6,34
7.5 % 20% C 25,4 + 14,8 9,41 + 8,80 419+ 1,32 6,74 + 3,77 5,10+6,15
Karottentrester 40% D 37,6 +18,3 14,7 £ 10,2 4,39 £ 2,91 7,96 £ 5,79 5,54 + 5,63
o/ D
f( % Biertreber/ 50, E 209+893  116+103 547 +1,80 5,24 + 4,16 8,45 + 8,56
arottentrester
p-Werte
1-faktorielle 0,191 0,662 0,708 0,134 0,544
Varianzanalyse
Protein 0,264 0,706 0,730 - 0,886
p-Werte
. Faser 0,786 0,545 0,489 - 0,087
2-faktorielle _
] ) Protein *
Varianzanalyse . 0,326 0,189 0,557 - 0,725
aser

! Aufgrund des Ergebnisses des Levene-Tests wurden fiir den Parameter 3-Methylindol keine zweifaktorielle Varianzanalyse durchgefiihrt
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Tabelle 29: P-Werte der Korrelationen der nicht normalisierten und normalisierten Parameter
(=Parameter/Kreatinin) im Harn mit dem Faktor ,Faser”

p-Werte
Parameter nicht normalisiert normalisiert
Kreatinin 0,595
Phenol 0,288 0,511
4-Ethylphenol 0,746 0,486
Indol 0,433 0,901
3-Methylindol 0,040 0,060
7-Methylindol 0,325 0,626
Harnstoff 0,850 0,141
Indican 0,978 0,300
Osmolalitat 0,986 0,272
pH-Wert 0,270

Tabelle 30: P-Werte der Korrelationen der nicht normalisierten und normalisierten Parameter
(=Parameter/Kreatinin) im Harn mit dem Faktor ,Protein®

p-Werte
Parameter nicht normalisiert normalisiert
Kreatinin <0,001
Phenol 0,152 0,016
4-Ethylphenol 0,220 0,405
Indol 0,024 0,039
3-Methylindol 0,976 0,313
7-Methylindol 0,895 0,048
Harnstoff <0,001 <0,001
Indican 0,031 0,777
Osmolalitat <0,001 0,527
pH-Wert 0,878

4.8.1. Visualisierung der Korrelationen der Harnparameter zu Kreatinin
Die Abbildungen 7-9 veranschaulichen die Korrelationen von Kreatinin im Harn mit den

anderen Harnparametern Harnstoff (Abb. 7), Indican (Abb. 8) und Osmolalitat (Abb.9). Der

Korrelationskoeffizient war bei diesen Parametern hoch signifikant (*** = p < 0,001).
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Abbildung 7: Korrelation von Kreatinin (Harn) zu Harnstoff (Harn) nach Fitterung der
Versuchsdiaten
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Abbildung 8: Korrelation von Kreatinin (Harn) zu Indican (Harn) nach Fitterung der
Versuchsdiaten
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Abbildung 9: Korrelation von Kreatinin (Harn) zur Osmolalitat (Harn) nach Futterung der
Versuchsdiaten

4.8.2. Visualisierung der Relation der Exkretion von Kreatinin im Harn zu den Diaten
Abbildung 10 zeigt mit Hilfe von Boxplots die Verteilung des Uber den Harn ausgeschiedenen

Kreatinins in Abhangigkeit der geflutterten Diaten. Es ist ein Zusammenhang zwischen

Kreatinin und der Uber die Nahrung aufgenommene Proteinmenge erkennbar.
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Abbildung 10: Ubersicht des (iber den Harn ausgeschiedenen Kreatinins nach Fiitterung der
Hunde mit den funf Versuchsdiaten
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4.8.3 Natrium und Kalium im Harn zur Abschatzung des theoretischen Harnvolumens

Da die Aufnahme der beiden Elemente, die Ausscheidung Uber Kot und Harn sowie die
scheinbare Verdaulichkeit vorlagen, wurde das theoretische Harnvolumen (ml/Tag) geschatzt.
Uber Natrium berechnet ergab sich demnach ein theoretisch berechnetes Harnvolumen von
697 ml/Tag/Hund und fur Kalium 667 ml/Tag/Hund. Diese Berechnung erfolgte Uber die
Division der Konzentration von Kalium bzw. Natrium im Harn durch deren theoretische
Ausscheidung im Harn (95 % der scheinbar verdauten Menge an von Kalium bzw. Natrium).
AnschlieBend wurde Uber das theoretisch berechnete Harnvolumen Uber Kalium die
theoretische Ausscheidung/Hund/Tag fir die jeweiligen Harnparameter (Phenol, 4-
Ethylphenol, Indol, 3-Methylindol, 7-Methylindol, Harnstoff, Kreatinin, Indican) berechnet.
Dabei ergaben sich Hinweise, dass die mit dem Harn ausgeschiedene Menge an Harnstoff
nach Futterung der proteinreichen Diaten hdher zu sein scheint.

Aufgrund der fehlenden individuellen Harnvolumenberechnung wurde in vorliegender Arbeit

auf Statistik verzichtet.
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Tabelle 31: Ubersicht der theoretisch ausgeschiedenen Harnvolumina/Tag [ml/Tag] Uber Natrium und Kalium berechnet sowie die daraus
berechnete theoretische tagliche Ausscheidung ausgewahlter Harnparameter bei den Hunden nach Futterung der Versuchsdiaten, n=10

Mittelwert Mittelwert 4 3 -
theoretisches theoretisches Harnstoff Kreatinin
Phenol nmol  Ethylphenol Indol nmol  Methylindol Methylindol Indican mg
Diat Harnvolumen,  Harnvolumen, Mg mg
nmol nmol nmol
Uber Na Uber K

geschatzt geschatzt
A 636 575 1377 £ 319 230+525 594 +132 740 + 280 427 £ 143 842+162 18,9+3,00 5,80%1,30
B 553 531 1235 + 369 197 +£74,7 3901735 354 + 130 300+ 62,7 1197 +£127 242+287 5,65+1,04
C 670 755 1249 £ 174 237+42,6 428 +108 344 + 56,0 302 + 128 909+156 256+4,29 6,02+1,66
D 784 504 1269 £ 219 152+£29,0 448+94,8 274+82,7 180+58,0 1561+352 33,1+560 6,72+1,22
E 843 972 1401 + 374 362+884 579+153 316 £93,0 414177 875+272 26,8+854 6,67+249
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5. Diskussion

5.1.  Versuchsdesign

Bei dem durchgefuhrten Versuch handelte es sich um ein sogenanntes cross-over Design.
Somit konnten alle Versuchsdiaten gleichzeitig an die Hunde geflttert werden, sofern dabei
jedoch jegliche meteorologische bzw. jahreszeitliche Einflisse als mdgliche Einflussfaktoren
bestehen, waren diese fir alle Hunde identisch und konnten dadurch auf die Studie

ausgeschlossen werden.

In der Literatur finden sich Angaben zur Adaptationsphase bei Hunden von 7 Tagen (Silvio et
al., 2000), 10 Tagen (Wichert et al., 2002; Zentek et al., 2002b; Middelbos et al., 2007;
Middelbos et al., 2010; Swanson et al., 2011; Panasevich et al., 2013; Maria et al., 2017), 13
Tagen (Kienzle et al., 2001), 14 Tagen (Zentek, 1996; Beloshapka et al., 2013; Sandri et al.,
2017), 28 Tagen (Pinna et al., 2018) und 30 Tagen (Kerr et al., 2013). In Anlehnung an diese

Streuung wurde fir die vorliegende Studie eine Adaptationsphase von 14 Tagen gesetzt.

Als Beitrag zum Refinement wurde auf eine Probensammlung in Stoffwechselkafigen
verzichtet. Die Hunde wurden vor und wahrend der Studie trainiert, das Auffangen des
Spontanharns in einem Becher bzw. einer Schale zu tolerieren. Dieses Verfahren wurde von
den Hunden sehr gut angenommen, jedoch war der Zeitaufwand vor der Studie sowie wahrend

der Probennahme nicht unerheblich.

5.2. Versuchstiere und —diaten

Alle zehn Versuchshunde =zeigten wahrend der Versuchszeit keine Anzeichen von
Krankheitssymptomen oder Beeintrachtigungen des Allgemeinbefindens. Somit sind von
diesen Gesichtspunkten aus keine Beeinflussung der Ergebnisse zu erwarten. Alle Hunde
waren fast gleich alt (8 Hunde 4 Jahre, 2 Hunde 6 Jahre) die Geschlechtsverteilung war

nahezu ausgeglichen (6 weibliche, 4 mannliche Hunde).
Die Analysen der Versuchsfutter entsprachen weitestgehend den zuvor berechneten

Diatzusammensetzungen, daher waren von dieser Seite aus gute Versuchsvoraussetzungen

gegeben.
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5.3. Diskussion der Ergebnisse

5.3.1. Kotkonsistenz, fakale Trockenmasse und pH-Wert

Die Scores der Kotkonsistenzen unterschieden sich nicht signifikant voneinander (p < 0,622),
die Hunde hatten unabhangig von der Diat einen geformten, trockenen und nicht harten Kot
(im Mittel Score 2). Diese Beobachtung konnten auch bei Kréger et al. (2017) gemacht werden,
in deren Studie an Hunden ebenfalls Faserstoffe mit unterschiedlichen Fermentierbarkeiten
untersucht wurden.

Interessanterweise konnte in vorliegender Studie ein statistisch signifikanter Unterschied bei
der Trockenmasse des Kots gezeigt werden (p < 0,001). Der Kot der Hunde, die Diaten mit
Biertreber erhalten hatten, zeigte in der vorliegenden Untersuchung eine hdhere
Trockenmasse. Auch dies stimmt mit den Ergebnissen von Kroger et al. (2017) tberein. Die
fakale Trockenmasse war ebenfalls héher bei Hunden, welche zuvor mit der unléslichen
Faserquelle (Lignocellulose) gefuttert wurden im Vergleich zur Gruppe an Hunden, die eine
Diat mit der léslichen Faserquelle (Zuckerriibenschnitzel) erhielten. Ebenso verursachte
Zellulose in der Diat bei Hunden in der Studie von Wichert et al. (2002) eine héhere fakale
Trockenmasse im Vergleich zur Kontrolldiat (keine Zellulose). In der Studie konnte ebenfalls
gezeigt werden, dass die Lange der Zellulosepartikel einen Einfluss auf die fakale
Trockenmasse hat. Um den Einfluss unterschiedlicher Faserlangen in vorliegender Studie zu
vermeiden, wurden Karottentrester und Biertreber vor Einmischung in die Diaten so gemahlen,
dass Uber 60 % eine Partikelgréfke von 0,2 — 0,4 mm aufwiesen. Dies steht im Einklang mit
einer Studie von Bosch et al. (2009). Sie beobachteten bei ihrem Versuch eine statistisch
signifikant niedrigere fakale Trockenmasse (p < 0,001) bei Hunden, denen zuvor eine Diat mit
einer hoch fermentierbaren Faserquelle (Ribenschnitzel und Inulin) gefittert wurden im
Vergleich zu den Hunden, bei denen Zellulose als Faserquelle in der Diat eingemischt war. Da
die Hunde hin und wieder Koprophagie zeigten, musste die Kotsammlung maéglichst schnell
und durch mehrere Personen (Tierpfleger, Doktorandin, studentische Hilfskrafte) erfolgen.
Dadurch ist es moglich, dass trotz des Bewertungsschemas von Middelbos et al. (2007)
subjektive Einschatzungen vorgenommen wurden und die Kotkonsistenzergebnisse somit von
den Ergebnissen der Trockenmasse differieren.

Im Vergleich zur Beurteilung der Kotkonsistenz (subjektiv) ist die Messung der fakalen
Trockenmasse objektiv und daher wesentlich besser geeignet um eine Veranderung der

Trockenmasse (und damit der Konsistenz) im Kot zu bestimmen.
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Die Kotkonsistenz wird von der Proteinmenge- und qualitat beeinflusst. In der vorliegenden
Studie wurden Geflugelmehl und Griebenmehl als Proteinquellen verwendet. Gefligelmehl gilt
als eine hochwertige und gut verdauliche Proteinquelle fir Hunde und wurde schon in einer
Vielzahl an Studien als Proteinquelle eingesetzt (Fahey et al., 1992; Burkhalter et al., 2001;
Hesta et al., 2003; Grieshop et al., 2004; Quigley et al., 2004; Guevara et al., 2008; Barry et
al., 2009; Bosch et al., 2009; Faber et al.,, 2011; Deng et al., 2013; Kroéger et al., 2017).
Griebenmehl ist reich an Bindegewebe und zeigt eine eher maRige Verdaulichkeit.

In der Studie von Zentek et al. (2003) flhrte eine proteinreiche Diat (726 g/kg Rp TM) mit
Rinderlunge und Griebenmehl als Proteinquellen zu einem Kotkonsistenzscore von 2,7 + 0,7
(1= Diarrhoe bis 5= hart, fest).

Auch in der Studie von Nery et al. (2010) erzeugten erhéhte Proteingehalte (382 und 392 g/kg
Rp TM) eine verschlechterte Kotkonsistenz- bzw. qualitat. Dies konnte auch in einer Studie
von Hang et al. (2013) bestatigt werden. In dieser Studie lag der Rohproteingehalt bei 609 g/kg
TM, die Verfltterung dieser hohen Rohproteinmenge verursachte bei allen Versuchshunden
Diarrhoe (Hang et al., 2013).

Es ist davon auszugehen, dass die Proteinmenge in der vorliegenden Studie (399 bzw.
409 g/kg Rp TS) ausreichend niedrig waren, um eine negative Beeinflussung der
Kotkonsistenz hervorzurufen. Als weiteren Aspekt gilt es zu beachten, dass in der
vorliegenden Untersuchung der Anteil an Gefligelmehl in jeder Diat hoher war als
Griebenmehl. Somit wurde eine vertragliche und gut verdauliche Proteinquelle als

Hauptproteinquelle gewahlt.

Der fakale pH-Wert zeigte nach Futterung der funf verschiedenen Versuchsdiaten keine
signifikanten Unterschiede, jedoch lasst das Ergebnis eine Interpretation als Trend zu
(p < 0,070). Bei anderen Studien konnte ein statistisch signifikanter Unterschied der fakalen
pH-Werte beobachtet werden wobei vor allem |6sliche Faserstoffe zu einem niedrigeren
fakalen pH-Wert flhrten.

In der Studie von Pinna et al. (2018) konnte ein statistisch signifikanter Unterschied fir die
fakalen pH-Werte zwischen den Diaten festgestellt werden (p < 0,005). Hier hatte die Zugabe
von Fructooligosacchariden sowie die Proteinkonzentration einen Einfluss auf den pH-Wert
des Kotes der Hunde. Die Zulage von Fructooligosacchariden fiihrte bei der proteinreichen
Diat (304 g/kg TM) zu einem niedrigeren fakalen pH-Wert der Versuchshunde.

Auch bei Wambacq et al. (2016) war der fakale pH- Wert der Hunde, denen zuvor eine I6sliche
Faserkomponente (Zuckerribenschnitzel und Guarkernmehl) gefuttert wurde, signifikant
niedriger (p < 0,001) als bei Hunden, denen Zellulose als Faserquelle in der Diat gefuttert

wurden. Eine mdgliche Erklarung hierfir kénnte darin bestehen, dass bei l6slichen
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Faserquellen in einer Diat vermehrt kurzkettige Fettsauren im Kolon entstehen und dadurch
der fakale pH- Wert niedriger wird. Es ist ebenfalls bekannt, dass I6sliche Faserstoffe die
Abundanz von Lactobacillaceae fordern (Zentek, 1996; Middelbos et al., 2007) und somit der
fakale pH-Wert durch bakterielle Metabolite wie Laktat sinkt. In vorliegender Studie wurde
gezeigt, dass der Proteingehalt einen Einfluss auf die fakale Laktatkonzentration hat. Dies wird
naher in Kapitel 5.3.3.1 diskutiert.

5.3.2. Scheinbare Gesamtverdaulichkeit der Versuchsdiaten

Es liegen aktuell keine publizierten Studien zur scheinbaren Gesamtverdaulichkeit von
Biertreber und Karottentrester in Kombination mit zwei verschiedenen Proteingehalten bei
Hunden vor.

In der Studie von Swanson et al. (2001) wurde Karottentrester in einem in-vitro Versuch mit
fakalem Inokulum gesunder Hunde fermentiert. Dabei produzierte Karottentrester im Vergleich
zu anderen Frucht- und Gemisefaserquellen die grote Menge an kurzkettigen Fettsduren
und Gas. Studien zur scheinbaren Verdaulichkeit von Nahrstoffen fehlen allerdings.

Bei den Rohnahrstoffen zeigte sich in vorliegender Studie fur die scheinbare
Gesamtverdaulichkeit von Rohfett ein signifikanter Unterschied zwischen den Diaten, wobei
die Faserkomponente den entscheidenden Einfluss hatte (p < 0,001). Fur Diat A ergab sich im
Vergleich mit den anderen Versuchsdiaten die geringste Fettverdaulichkeit (92,4 + 3,24 %).
Die scheinbare Gesamtverdaulichkeit von Nahrstoffen kann durch die Faserkomponente in
der Diat beeinflusst werden (Zentek, 1996), wobei Zellulose den grofRten Einfluss hat (Kienzle
et al., 1998).

Der Rohproteingehalt der Versuchsdiaten wurde in vorliegender Arbeit mit ca. 200 g/kg TS
und ca. 400 g/kg TS gewahlt. Damit wurde sichergestellt, dass der haufig in kommerziell
vorkommende Rohproteingehalt in Hundefutter von ca. 300 g/kg (Barry et al., 2009) jeweils
unter- und Uberschritten wurde, um die Effekte in Kombination mit den Faserquellen deutlicher
darstellen zu kénnen. Diese Einstufung nahmen auch Nery et al. (2010) in einer Studie an
Hunden vor (220 g/kg TS ,niedrig Protein®, 290 g/kg TS ,medium Protein®, 390 g/kg TS ,hoch
Protein®). Die Verdaulichkeiten flr Rohprotein unterschieden sich nicht statistisch signifikant
voneinander, die gezeigten Ergebnisse der Proteinverdaulichkeiten der vorliegenden Studie
(75,7+21% - 84,9+1,0%) stimmen mit den Ergebnissen anderer Studien uberein
(scheinbare Verdaulichkeit Geflugelmehl 87,5 % (Bednar et al., 2000), 76,9 % (Clapper et al.,
2001), Gefligelnebenprodukte 81,6 % (Bednar et al., 2000)).
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Da in vorliegender Studie zwei Proteinquellen (Gefligelmehl und Griebenmehl) verwendet
wurden, ist die Aussagekraft Uber die Rohproteinverdaulichkeit beschrankt, da sie sich nicht
nur auf die Hauptproteinquelle bezieht. In verschiedenen Studien konnte allerdings gezeigt
werden, dass eine hoher fermentierbare Faser zu einer schlechteren Verdaulichkeit von
Rohprotein (bzw. der scheinbaren Stickstoffverdaulichkeit) flhrt (Fahey et al., 1990b; Fahey
et al., 1990a; Fahey et al., 1992; Silvio et al., 2000; Wambacq et al., 2016). Fermentierbare,
I6sliche Fasern formen in der wassrigen Ingesta im Dinndarm eine gelartige Masse, wodurch
Nahrstoffe gebunden werden. Dadurch wird ihr Transfer zur Darmwand verlangert und die
Absorption erschwert (Ashraf et al., 1994; Bednar et al., 2001).

Der Rohfasergehalt der Diaten C und D (analysierte Werte: 29,7 und 31,6 g/kg TS) lag
geringgradig hoher als bei den Diaten A und B (25,5 und 25,3 g/kg TS). Die als Referenzdiat
fungierende Diat E hatte einen bewusst gewahlten niedrigeren Rohfasergehalt (9,22 g/kg TS).
Somit lassen sich geringgradige Abweichungen der Ergebnisse der scheinbaren
Verdaulichkeit von Rohfaser im Kot der Hunde erklaren.

Allgemein gilt zu beachten, dass der Rohfasergehalt in Kotproben als kritisch zu betrachten
ist, da die zur Verfugung stehenden Methoden der Analytik einige Nachteile und Limitationen
aufweisen (de-Oliveira et al., 2012).

Bei einer hoheren Menge an Rohfaser in der Ration sinkt die scheinbare Verdaulichkeit der
organischen Substanz (Kamphues et al., 2014). Diese Beobachtung konnte in vorliegender
Studie zum Teil bestatigt werden. Die Referenzdiat E hatte mit 90,3 + 2,1 % die hdchste
Verdaulichkeit der organischen Substanz im Kot, der Rohfasergehalt lag in dieser Diat deutlich
geringer als bei den anderen Versuchsdiaten. In der Studie von Zentek (1996) wurde
beschrieben, dass nicht nur die Fasermenge sondern auch deren Fermentierbarkeit eine Rolle
bei der Verdaulichkeit der organischen Masse zu spielen scheint. Hier hatte die Zulage von 10
% Zellulose in der Diat eine Verdaulichkeit der organischen Masse von 83 %, wahrend der
Einsatz von ebenfalls 10 % Guar und Pektin eine Verdaulichkeit der organischen Masse von
90 % aufwies.

Eine erhéhte Rohfasermenge in der Diat hat nicht nur Auswirkungen auf die scheinbare
Verdaulichkeit der organischen Substanz. Auch in anderen Studien waren die scheinbaren
Verdaulichkeiten von z.B. Rohfett und Rohprotein geringer, wenn der Rohfasergehalt in der
Diat héher war (Burrows et al., 1982; Burkhalter et al., 2001).

Die scheinbare Verdaulichkeit von Nahrstoffen sinkt mit der Zulage von Faserstoffen, da die
Nahrstoffe von unverdaulichen Faseranteilen ersetzt werden. Eine weitere Erklarung ist die
moglicherweise erhohte Sekretion in das Dinndarmlumen als Antwort auf die erhdhte

Fasermenge im Darm (Larsen et al., 1993).
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Die scheinbaren Verdaulichkeiten der Mengenelemente Phosphor, Natrium und Magnesium
sowie der Spurenelemente Kupfer, Zink und Mangan zeigten sich fur die verschiedenen
Versuchsdiaten uneinheitlich. Eine mogliche Erklarung hierfir kdnnte sein, dass die Diaten
geringgradige Abweichungen der jeweiligen Spuren — und Mengenelementkonzentrationen
hatten. Es ist moglich, dass erhdhte Zulagen von Rohfaser in einer Diat zu einer schlechteren

Verdaulichkeit von Rohnahrstoffen, Mengen —und Spurenelementen fuhren kénnen.

5.3.3. Bakterielle Metaboliten der Kotproben

5.3.3.1. DIL- Laktat

Laktat ist das Endprodukt der Milchsdurebakterien (Swanson et al., 2002a). Eine erhdhte
Konzentration an Laktat im Darm kann den luminalen pH-Wert senken, wodurch sich eine
antimikrobielle Wirkung ergibt, die als positiv bewertet wird (Swanson et al., 2002a). In
vorliegender Studie lag die numerisch grofite Konzentration von D- und L-Laktat in den
Kotproben der Hunde vor, die zuvor mit Diat A gefuttert wurden, welche die unldsliche
Faserquelle Biertreber enthielt. Den statistisch signifikanten Einfluss hatte die jeweilige
Rohproteinmenge in den Versuchsdiaten, indem Diaten mit moderatem Proteingehalt zu einer
Erhéhung der Laktatkonzentration im Kot der Hunde fuhrte.

Kontrar zu vorliegenden Ergebnissen hatten in der Studie von Kroger et al. (2017) Hunde, die
mit der unldslichen Faserquelle Lignocellulose gefittert wurden, statistisch signifikant
niedrigere Konzentrationen fir L-Laktat (p < 0,001). Fur den Metabolit D-Laktat konnte in der
Studie ein Trend (p < 0,063) festgestellt werden.

In der Studie von Swanson et al. (2002a) fuhrte eine Supplementierung mit 2 g
Fructooligosacchariden zu einer Erh6hung der fakalen Laktatkonzentration (p < 0,05).

Der Proteingehalt der Diat betrug 23,8 % TM. In einer weiteren Studie von Swanson et al.
(2002b) fuhrte eine  Supplementierung von  Fructooligosacchariden  und/oder
Mannanooligosacchariden zu keiner Veranderung der fakalen Laktatkonzentration bei den
Hunden. Die Kombination aus Alter und Diat hatte bei Maria et al. (2017) einen Einfluss auf
die Konzentration von Laktat im Hundekot (p = 0,031). Im Vergleich zwischen adulten und
alteren Hunden flhrte eine Fitterung mit Gefliigelmehl und Ribenschnitzel zu einem Anstieg
von Laktat im Kot bei den &lteren Hunden.

Pektine (aus Karotten) in einer Diat fihrten in einer Studie von Zentek (1996) zu einem Anstieg
der fakalen L-Laktatkonzentration bei Hunden.

Sandri et al. (2017) untersuchten u.a. Korrelationen zwischen Laktat und bakteriellen Genera

im Kot von Hunden, die mit einer kommerziellen Diat oder mit einer fleischbasierten, selbst
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zusammengestellten (BARF) Diat gefuttert wurden. Positive Korrelationen fir die Produktion
von Laktat konnten fur die Gattungen Megamonas (p < 0,05), Escherichia/Shigella (p < 0,01),
Lactococcus (p < 0,01) und der Clostridium XIX Gruppierung (p < 0,05) gefunden werden.
Interessanterweise zeigte sich fur die Gattungen Lactobacillus und Paralactobacillus eine
statistisch signifikant negative Korrelation (p <0,01).

Eine Erklarung fur unterschiedliche Ergebnisse der Studien konnte sein, dass es wonhl
laktatverwertende Bakterien als auch diverse laktatproduzierende Bakterien zu geben scheint
(Duncan et al., 2004).

5.3.3.2 Kurzkettige Fettsauren

Die kurzkettigen Fettsduren Essigsaure, Buttersdure und Propionsdure entstehen bei der
mikrobiellen Fermentation von Substraten wie Kohlenhydrate (Cummings et al., 1987). Auch
unverdaute Proteinanteile kdnnen als Substrat fur die Verstoffwechslung zu kurzkettigen
Fettsduren dienen, wenn diese beispielsweise durch schlechtere Proteinqualitdt vermehrt im
Dickdarm anfallen (Macfarlane und Macfarlane, 2003). Bei der Interpretation der Ergebnisse
sollte stets die Tatsache berlcksichtigt werden, dass gemessene Konzentrationen an
kurzkettigen Fettsduren im Kot nur einen kleinen Uberblick Giber den bakteriellen Metabolismus
bieten konnen, da diese durch eine Weiterverwertung und/oder Resorption durch den Wirt
verfalscht werden kénnen.

Durch den Gehalt an verzweigtkettigen Fettsduren im Kot kann ein Rickschluss auf die
Proteinfermentation durch die intestinale Mikrobiota im Dickdarm gezogen werden
(Macfarlane et al., 1986). Ein Beispiel hierfur zeigt die Studie von Nery et al. (2012). Hier hatte
eine Diat mit einem hoheren Proteingehalt (38,2 — 39,2 % Rp TM) eine vermehrte
Konzentration verzweigtkettiger Fettsauren in den Fazes der Hunde als nach einer Diat mit
einem mafigem Proteingehalt (21,4 -21,6 % Rp TM).

In der vorliegenden Studie konnte fur den Gehalt an kurzkettigen Fettsauren im Kot der Hunde
ein Trend zur Beeinflussung der Versuchsdiaten (p < 0,076) beschrieben werden. Die Diaten
C und D, welche die fermentierbare Faser Karottentrester enthielten, fliihrten zu einem hoheren
fakal messbaren Gehalt an kurzkettigen Fettsduren (93,9 £ 38,7 bzw. 111 + 30,3 pmol/g uS)
als die Diaten A und B mit Biertreber (73,9 + 21,0 bzw. 80,4 + 25,5 pmol/g uS). Die Faserquelle
war ausschlaggebend fur die statistisch signifikanten Unterschiede.

Dieses Ergebnis konnte auch in der Studie von Wambacq et al. (2016) gezeigt werden, in der
ebenfalls die Faserquelle den entscheidenden Einfluss auf die fakale Konzentration
kurzkettiger Fettsauren bei Hunden hatte. Die Versuchsdiaten enthielten als Faserquellen eine
Mischung aus Zuckerribenschnitzel und Guar (10,1 % TDF) oder Zellulose (9,0 % TDF) und

hatten mit 17% Rohprotein TM einen niedrigen Proteingehalt. Zuckerribenschnitzel und Guar
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in der Diat fihrten zu einem signifikant hdheren Gehalt an kurzkettigen Fettsduren im Kot der
Hunde (p = 0,02).

Diese Beobachtung konnte in der Studie von Kroger et al. (2017) bestatigt werden, in der
Zuckerrubenschnitzel im Vergleich zu Lignocellulose bei Hunden eine signifikant hohere
Menge an fakalen kurzkettigen Fettsduren hervorrief (p < 0,05).

Somit liegen die Ergebnisse vorliegender Studie in Ubereinstimmung mit weiteren Studien, in
denen ebenfalls fermentierbare Faserquellen im Vergleich zu schwer fermentierbaren
Faserstoffen einen Anstieg der fakalen Konzentration kurzkettiger Fettsduren bei Hunden
hatten (Middelbos et al., 2007; Bosch et al., 2009; Maria et al., 2017). Auch in einem in-vitro
Versuch, erzeugte die Fermentation von Karottentrester mit fakalem Inokulum gesunder
adulter Hunde im Vergleich zu anderen Gemiuse-und Obstirestern die grote Menge an
kurzkettigen Fettsauren (Swanson et al., 2001).

Das mengenmafige Verhaltnis von Acetat:Propionat:Butyrat der vorliegenden Studie ist in
Ubereinstimmung mit vorigen Untersuchungen in vivo (Middelbos et al., 2007; Bosch et al.,
2009; Kroger et al., 2017) und in vitro (Sunvold et al., 1995b; Swanson et al., 2001).

5.3.3.3 Biogene Amine

Die untersuchten biogenen Amine Putrescin, Histamin, Cadaverin und Tyramin entstehen
durch die mikrobielle Decarboxylierung (Blachier et al., 2007; Prester, 2011) der Aminosauren
Ornithin, Histidin, Lysin und Tyramin (Pegg, 2013). Spermidin kann aus Putrescin gebildet
werden und aus Spermidin kann wiederum Spermin entstehen (Larque et al., 2007; Prester,
2011; Pegg, 2013).

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie zeigen, dass die Diaten mit einem Rohproteingehalt
von 40 % (Diaten B und D) eine statistisch signifikant héhere Gesamtmenge an biogenen
Aminen im Kot der Hunde hervorriefen (p < 0,001). Die héchste Konzentration ergab sich fur

Diat D, welche 40 % Rohprotein und Karottentrester als Faserquelle enthielt.

In einer Studie von Barry et al. (2009) konnte keine Anderung der Konzentration fakaler
biogener Amine im Kot von Hunden beobachtet werden. Sie futterten einen Rohproteingehalt
von 30,5 — 31,2 % TM und gaben zusatzlich 0,2 bzw. 0,4 % Zellulose, Inulin und kurzkettige
Fructooligosaccharide zu den Versuchsdiaten dazu. Bei der Interpretation der Daten sollte hier
beachtet werden, dass sich die Rohproteingehalte der Didten nicht stark voneinander
unterschieden und die finalen Daten in der Publikation nicht gezeigt werden. Auch bei Faber
et al. (2011) konnte keine Anderung der Konzentration biogener Amine im Kot bei Hunden

durch diatetische MaRnahmen erzielt werden. Den Versuchsdiaten wurde bis zu 8%
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Galactoglucomannanoligosaccharide beigefiigt. Auch hier lag der Rohproteingehalt ahnlich
wie bei der Studie von Barry et al. (2009) zwischen 31,1 — 32,5 % TM. Bei Urrego et al. (2017)
wurden Diaten mit verschiedenen Proteinquellen (Geflugelmehl, Weizenkleber, Gefligelmehl
& Weizenkleber, Gefligelmehl & Weizenkleber & hydrolysiertes Protein) bei konstantem
Proteingehalt an acht Franzdsische Bulldoggen gefuttert. Es konnten fur die bakteriellen
Metabolite, wie beispielsweise biogene Amine, keine signifikanten Unterschiede zwischen den

Diaten festgestellt werden.

Es lasst sich daraus ableiten, dass eine gewisse Proteinmenge in der Diat bei Hunden
notwendig zu sein scheint, um einen Anstieg der fakalen Konzentration an biogenen Aminen
detektieren zu kdnnen.

Weiterhin scheint auch das Alter eine gewisse Rolle zu spielen. So war in einer Studie von
Maria et al. (2017) die fakale Menge an Putrescin, Cadaverin und Spermin bei den alteren
Versuchshunden (p < 0,05) im Vergleich zu jlingeren signifikant erhdht (p < 0,05), jedoch
unabhangig von der Diat. In vorliegender Studie hingegen konnte ein statistisch signifikanter
Einfluss des Proteins fir die fakale Konzentration von Putrescin (p < 0,002), Spermin (p <
0,003) und Spermidin (p < 0,006) ermittelt werden. Vergleicht man in der Studie von Maria et
al. (2017) die untersuchten Faserquellen, fihrte Sojabohnenmehl im Vergleich zu Zuckerrohr

und Rubenschnitzel zu einer signifikant hdheren Menge Spermidin im Kot (p < 0,05).

5.3.3.4 Ammonium

Durch mikrobielle Fermentationsprozesse entstehen im Dickdarm durch den Proteinabbau
Endprodukte wie z.B. Ammoniak bzw. Ammonium (Zentek, 2016), wobei bei einem pH-Wert
von 7 Ammoniak fast ausschlie3lich als Ammonium vorliegt.

In der vorliegenden Studie fuhrte ein erhéhter Rohproteingehalt der Versuchsdiaten zu einer
Erhdhung der Ammoniumkonzentration im Kot der Hunde. Dieses Ergebnis ist plausibel und
deckt sich mit Ergebnissen anderer Studien bei Hunden (Nery et al., 2012; Hang et al., 2013;
Pinna et al., 2016).

In der Studie von Nery et al. (2012) wurden Diaten mit verschiedenen Proteinquellen
(Weizenkleber und Gefligelmehl) und -konzentrationen (21,4 -39,2% TM) an Hunde
gefluttert. Unabhangig der Proteinquelle, hatten Hunde die mit groReren Proteinmengen
gefuttert wurden eine héhere Ammoniumkonzentration im Kot.

Beim Vergleich der Proteinquellen zeigte sich eine vermehrte Menge an fakalem Ammonium

fur Geflugelmehl. Da bei vorliegender Studie die Proteinquellen in den flinf Versuchsdiaten
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konstant war, ist davon auszugehen, dass die Beeinflussung der fakalen
Ammoniumkonzentration durch den Proteingehalt zustande kam.

Dies konnte auch in der Studie von Hang et al. (2013) gezeigt werden. Hier konnte die
proteinreiche Versuchsdiat im Vergleich mit einer starkereichen Diat einen vermehrten Anstieg

an fakalem Ammonium bei Hunden hervorrufen.

In der Studie von Zentek et al. (2004) wurden Diaten mit verschiedenen Proteinquellen (Rind
und Gefligel) je als Trocken- und Nassfutter an Hunde geflttert. Der Rohproteingehalt der
Versuchsdiaten lag zwischen 376 und 438 g/100 g TM. Der fakale Ammoniumgehalt wurde
nicht signifikant beeinflusst, numerisch hdhere fakale Konzentrationen hatten die beiden
Nassfutterdiaten. Somit lasst sich schlussfolgern, dass bei ahnlichem Rohproteingehalt die

Verarbeitungsform (Nass-oder Trockenfutter) eine Rolle spielt.

Auch Faserstoffe kdnnen einen Einfluss auf die fakale Ammoniumkonzentration haben. Die
Zulage von Laktulose und Mannanoligosacchariden hatte eine Abnahme von Ammonium im
Hundekot zur Folge (Zentek et al., 2002b). Bei Barry et al. (2009) hatte die Zulage von 0,2
bzw. 0,4 % Zellulose, Inulin und kurzkettige Fructooligosaccharide keine Auswirkung auf den
analysierten Ammoniumgehalt im Kot der Versuchshunde. Allerdings ist hier zu bedenken,
dass der Rohproteingehalt mit 30,5 — 31,2 % TM niedriger lag als im Vergleich zu anderen
Studien.

Auch bei Hesta et al. (2003) konnte die Supplementierung von 3 % Fructooligosacchariden
bzw. Isomaltooligosacchariden zu einer proteinreichen Diat keine signifikante Reduzierung

des Ammoniumgehaltes im Kot von Hunden erzielen.

In der Studie von Kroger et al. (2017) konnten keine Unterschiede zwischen den fakalen
Ammoniumkonzentrationen beschriecben werden. Es wurden Lignocellulose und
Zuckerrubenschnitzel bei recht konstantem Proteingehalt (27,4 — 28,3 %TM) verfuttert. Bei
Silvio et al. (2000) lag die ileale Ammoniumkonzentration héher bei Hunden, die Zellulose in
der Diat hatten als diejenigen, welche mit Pektin als Faserquelle geflttert wurden. Die Autoren
erklarten dies durch eine eventuell héhere Proteinfermentation, da Zellulose selbst nur wenig
fermentierbar ist. Bei einem Vergleich dieser Ergebnisse gilt es zu beachten, dass in dieser
Studie den Versuchshunden eine ileale T-Fistel gesetzt wurde und Kotproben somit aus dem
lleum genommen werden konnten.

Zusammenfassend kann aufgrund vorliegender Ergebnissen vermutet werden, dass der
Einsatz der proteinreichen Versuchsdiaten zu einer vermehrten metabolischen Aktivitat der

peptidolytischen Mikrobiota bei Hunden geflihrt hat.
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5.3.3.5 Phenol und Indol

Abbauprodukte des Protein- bzw. Aminosaurestoffwechsels wie Ammonium und Phenole
kénnen die parazellulare Permeabilitat stéren und somit die Barrierefunktion von Epithelien
beeintrachtigen (Hughes et al., 2008). Vor allem beim Abbau aromatischer Aminosauren im
Dinndarm entstehen Phenol -und Indolverbindungen (Blachier et al., 2007). So wird Tyrosin
zu Phenol, p-Cresol und 4-Ethylphenol umgebaut (Bone et al., 1976).

Bei der vorliegenden Untersuchung konnte keine Beeinflussung der Versuchsdiaten flr die
Parameter Phenol, Indol, p-Cresol, 4-Ethylphenol und 7-Methylphenol beobachtet werden. Ein
Trend zur Beeinflussung durch den Proteingehalt ergab sich flir den Parameter Phenol (p <
0,080).

In der Studie von Barry et al. (2009) konnte durch die Versuchsdiaten bei Hunden ebenfalls
kein Einfluss auf die Konzentration von Phenol und Indol erreicht werden. Der Proteingehalt
der Diaten lag bei 30,5 — 31,2 % TM, es wurde zusatzlich mit 0,2 bzw. 0,4 % Inulin und
Fructooligosacchariden supplementiert.

Kontrar dazu konnte durch die Zulage von 1 g Fructooligosacchariden und 1 g einer Mischung
aus Fructooligosacchariden und Mannanoligosacchariden bei einem Rohproteingehalt von
36,8% TM eine signifikante Reduzierung von Phenolen und Indolen im Kot von Hunden
erreicht werden (p < 0,05) (Swanson et al., 2002b).

Auch Galactoglucomannanoligosaccharide in einer Diat konnten bei Hunden eine signifikante
Abnahme von Phenol (p < 0,05) und Indol (p < 0,01) im Kot hervorrufen (Faber et al., 2011).
Bei Nery et al. (2012) wurden verschiedene Proteinquellen in verschiedenen Konzentrationen
an Hunde geflttert. Unabhangig der Proteinkonzentration, konnte nach der Futterung von
Gefligelmehl eine hdhere fakale Konzentration von Indol (1,4 + 0,1 ymol/g) detektiert werden
als nach Fuatterung von Weizenkleber (0,9 + 0,1 ymol/g). Somit scheint nicht nur die
Proteinmenge, sondern auch die Proteinquelle eine Rolle bei der Entstehung von Phenolen
und Indolen zu spielen. Interessanterweise konnten zusatzlich signifikante Unterschiede
zwischen verschiedenen Hunderassen gezeigt werden.

Insgesamt betrachtet ist es mdglich, dass die Proteinkonzentration der in vorliegender Arbeit
verwendeten Diaten zu niedrig war, um einen Anstieg der fakalen Konzentration von Phenol

und Indol zu erreichen.
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5.3.4 lllumina 16sDNA-Sequenzierung

In der vorliegenden Studie wurde eine Adaptionsperiode von 14 Tagen durchgefiihrt, bevor
die Kotproben gesammelt wurden. Diese Zeit wird auch von anderen Autor*innen als
angemessen erachtet, um der Mikrobiota ausreichend Zeit zu geben, sich an die neuen
Faserstoffe zu adaptieren (Barry et al., 2009; Sandri et al., 2017). Somit ist davon auszugehen,
dass die Ergebnisse der intestinalen mikrobiellen Zusammensetzung von diesem

Gesichtspunkt her als aussagekraftig zu sehen sind.

Die in vorliegender Studie gewahlte lllumina®-Sequenzierung Uberzeugt im Vergleich mit
anderen vorhandenen Methoden, die intestinale bakterielle Zusammensetzung zu
analysieren, mit vergleichsweise niedrigen Kosten (Liu et al., 2012; Schloss et al., 2016).
Durch die Analyse des 16S rRNA-Gens, welches universell in allen Bakterien vorhanden ist,
kénnen Bakterien auf Genusebene identifiziert und miteinander verglichen werden (Clarridge,
2004). Es sollte bei der Betrachtung der Ergebnisse der lllumina®-Sequenzierung allerdings
bericksichtigt werden, dass bei der Gesamtprobenzahl von n=50, Genera, welche insgesamt

weniger als zehnmal identifiziert wurden, nicht in die statistische Auswertung einflossen.

Firmicutes, Bacteroides und Fusobacteria sind die vorherrschenden Bakteriengruppen im
Darm des Hundes (Suchodolski, 2011a). Die jeweilige Abundanz einzelner Phyla, Ordnungen
und Gattungen variiert zwischen den einzelnen Studien, welche die mikrobielle
Zusammensetzung im Darm von Hunden (Suchodolski et al., 2008; Middelbos et al., 2010;
Handl et al., 2011; Swanson et al., 2011) und Katzen (Ritchie et al., 2010) untersucht haben.
Suchodolski (2011b, 2011a) ist der Auffassung, dass diese Diskrepanzen der Ergebnisse
zwischen den Studien durch verschiedene DNA Extraktionsmethoden sowie unterschiedliche
PCR Protokolle zustande kommen kénnen.

Die Ergebnisse vorliegender Studie stimmen mit den Ergebnissen der Studie von Suchodolski
et al. (2008) Uberein. Hier wurden verschiedene Ingestaproben (Dinndarm, Jejunum, lleum,
Dickdarm) von sechs gesunden, zuvor euthanasierten Hunden entnommen und mittels 16S
rRNA-Gensequenzanalyse auf ihre mikrobielle Zusammensetzung analysiert. Dabei konnten
auf Ebene der Phyla folgende Hauptlinien identifiziert werden: Firmicutes (47.7%),
Proteobacteria (23.3%), Fusobacteria (16.6%) und Bacteroidetes (12.4%).

In der vorliegenden Studie konnte ebenfalls das Phylum Firmicutes mit bis zu 48 % relativem
Vorkommen als das haufigste Phylum beschrieben werden. Die Ubrigen Ergebnisse
(Bacteroidetes (bis zu 28 %), Fusobacteria (bis zu 24,4 %), Actinobacteria (bis zu 4,33 %),
Proteobacteria (bis zu 0,42 %)) weichen von der Studie von Suchodolski et al. (2008) teilweise

etwas ab. Eine mdogliche Erklarung ist, dass die in der vorliegenden Studie getesteten
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Versuchsdiaten einen Einfluss auf die intestinale mikrobielle Zusammensetzung hatten. Bei
der Studie von Suchodolski et al. (2008) bleibt unklar, welche Diaten die Hunde vor der
Probennahme erhalten hatten. Es ist lediglich beschrieben, dass keiner der Hunde bis einem
Monat vor Probennahme ein Antibiotikum erhalten hatte, welches einen Effekt auf die
intestinale mikrobielle Zusammensetzung gehabt haben kdnnte. Ein weiterer Aspekt konnte
sein, dass die Versuchshunde vor der Probennahme Uber 24 Stunden gefastet wurden; es ist
bisher nicht eindeutig geklart, welchen Einfluss das auf die mikrobielle Zusammensetzung im
Darm hat (Suchodolski et al., 2008). Auf der Ordnungsebene konnte in der Studie von
Suchodolski et al. (2008) die groRte Abundanz von Clostridiales im Dinndarm und Jejunum
festgestellt werden, die Ordnungen Fusobacteriales sowie Bacteroidales wurden im lleum und
Dickdarm am haufigsten detektiert. Die hier genannten Ordnungen sind auch in vorliegender
Studie am haufigsten detektiert worden, allerdings fand die Analyse hier nur in Kotproben statt
und nicht wie bei Suchodolski et al. (2008) aus verschiedenen Darmabschnitten.

In der Studie von Swanson et al. (2011) wurden Hunde mit einem Kontrollfutter (1,4 % TDF,
ohne zusatzliche Faserquelle) und einem Versuchsfutter (4,5 % TDF, durch Rubenschnitzel)
geflttert. Nach einer zehntagigen Adaptationsperiode wurden frische Kotproben von jedem
Hund genommen und auf dessen mikrobielle Zusammensetzung analysiert. Die Ergebnisse
zeigen, dass bei den Hunden, die mit der Versuchsdiat gefutterten wurden, vermehrt die Phyla
Bacteroidetes und Firmicutes im Kot detektiert wurden. Auch in vorliegender Studie hatten die
Hunde nach Futterung der Diaten mit der fermentierbaren Faserquelle Karottentrester eine
grolRere Menge an Bacteroidetes und Firmicutes im Kot.

Die relative Abundanz von Lactobacillus spp. und Bifidobacterium spp. wurde durch die
Zugabe einer unléslichen Faserquelle (Lignocellulose) gesenkt (Kréger et al., 2017). Dies
konnte in vorliegender Studie so eindeutig nicht dargestellt werden. Flr Lactobacillus spp.
zeigte sich, dass sowohl der Faktor ,Protein“ als auch die Faktoren ,Faser‘ und ,Protein x
Faser einen statistisch signifikanten Einfluss (je p < 0,004) hatten. Die groRte Abundanz im
Kot war nach Futterung der Diaten B und C zu finden. Da jedoch alle drei der getesteten
Faktoren einen Einfluss auf das Ergebnis hatten, bleibt eine weitere Interpretation der Daten
offen. Fur die Gattung Bifidobacterium spp. hatte der Rohproteingehalt einen signifikanten
Einfluss auf dessen Vorkommen im Kot der Versuchshunde (p < 0,007), die Abundanz war
signifikant hoher bei Diaten mit geringerem Proteingehalt. Somit kénnte der Rohproteingehalt
der vorliegenden Studie (399 bzw. 409 Rp g/kg TS) einen gréReren Einfluss gehabt haben als
der Rohproteingehalt der Studie von Kroger et al. (2017) mit 274 — 283 Rp g/kg TM.

Die Gattung Bifidobacterium spp. konnte in vorliegender Studie nach dem Verfuttern aller
Versuchsdiaten im Kot der Hunde nachgewiesen werden. Kontrar dazu konnte diese Gattung
im Kot der gesunden Versuchshunde in der Studie von Suchodolski et al. (2008) nicht

gefunden werden. Laut diesen Autoren ist das Detektieren von Bifidobacterium spp bei
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Hunden bisher noch nicht in jeder Studie konsistent gelungen. Bei Mentula et al. (2005a)
konnte Bifidobacterium spp. in 64 % der untersuchten Kotproben von 22 Hunden gefunden

werden.

Schmidt et al. (2018) untersuchten Fazes von 27 durch BARF-ernahrten und 19 kommerziell
ernahrten Hunden mittels lllumina® MiSeq-Analyse. Dabei nahmen die Hunde die ,gebarft*
wurden, im Vergleich zur kommerziell gefitterten Gruppe signifikant mehr Rohprotein tber die
Nahrung auf und hatten vermehrt die Gattungen Fusobacterium, Clostridium und
Enterococcus im Kot. Dies konnte so nicht in vorliegender Untersuchung festgestellt werden,
jedoch lag der Rohproteingehalt der BARF-Diaten mit 44,4 + 5,80 % TM Uber dem der
vorliegenden Studie. Ubereinstimmend mit dieser Studie konnte in vorliegender Arbeit
ebenfalls ein Anstieg der Konzentration an Clostridium spp. fur Diaten mit héherem
Proteingehalt ermittelt werden.

In vorliegender Studie wurde gezeigt, dass die Abundanz von Bifidobacteriales durch den
Proteingehalt beeinflusst wurde. Diaten mit niedrigem Proteingehalt fihrten zum Anstieg
dieser Ordnung. Dieses Ergebnis konnte ebenfalls von Schmidt et al. (2018) beobachtet
werden, hier fuhrten die proteinreichen BARF-Diaten zu einem Absinken von Bifidobacteriales.
Numerisch lag in vorliegender Studie die hochste Konzentration von Erysipelotrichales bei der
Referenzdiat vor. Auch bei Schmidt et al. (2018) hatten die Versuchshunde, die mit dem
proteindrmeren kommerziellen Futter gefuttert wurden, signifikant niedrigere Konzentrationen

an Erysipelotrichales im Kot (p = 0,003).

Der Einfluss von Protein und Kohlenhydraten auf die Zusammensetzung der intestinalen
Mikrobiota bei Hunden konnte in der Studie von Li et al. (2017) dargestellt werden. Hunde
wurden Uber 4 Wochen mit einer proteinreichen, kohlenhydratarmen Diat (49,4 % Rp, 10,9 %
Kohlenhydrate) bzw. mit einer proteinarmen, kohlenhydratreichen Diat (25,5 % Rp, 38,8 %
Kohlenhydrate) geflttert. Die proteinreiche, kohlenhydratarme Diat fihrte zu einem fakalen
Anstieg von Firmicutes, das Phylum Bacteroidetes wurde abgesenkt. Das Phylum Firmicutes
konnte auch in vorliegender Studie vermehrt detektiert werden, nachdem die Hunde die
proteinreichen Diaten B und D gefressen hatten. Auch Bacteroidetes waren geringgradig
weniger nachzuweisen, wenn diese Diaten geflttert wurden.

Bei abschlieBender Betrachtung der Literatur bleibt festzustellen, dass weitere Studien
winschenswert sind, um dietatische Einflisse auf die fakale Mikrobiota beim Hund zu
charakterisieren. Einige der in vorliegender Arbeit analysierten Bakterien auf Ordnungs- bzw.
Gattungsebene werden in anderen Studien nicht analysiert, sodass die Interpretation der hier

erhobenen Daten erschwert bzw. nicht moglich ist.
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5.3.5 Visualisierungen der fakalen Mikrobiota mittels Dendrogramm, ,Heatmap® und

Balkendiagramm

Das Dendrogramm zur Verteilung der fakalen Mikrobiota stellt eine Visualisierung der Daten
in der Form eines bakteriellen ,Fingerabdrucks® auf Genusebene dar. Die Veranschaulichung
macht deutlich, dass die Diaten mit 40 % Rohprotein eine andere Verteilung darstellten als die
Versuchsdiaten mit 20 % Rohprotein. An dieser Stelle soll erwahnt werden, dass
Dendrogramme lediglich der Ubersicht Uber gewisse Gruppierungen (hier der fakalen
Mikrobiota) dienen und keinerlei statistische Aussagen zulassen.

Bei der Darstellung eines Dendrogramms nach Sortierung nach einzelnen Hunden fiel ein Tier
besonders auf (Daten nicht gezeigt). Die fakale Mikrobiota von Hund ,Phoebe” verteilte sich
unabhangig von der gefutterten Diat in unterschiedlichen Clustern. Dieses Ergebnis weist
darauf hin, dass einzelne Tiere unterschiedlich bzw. nicht auf die Versuchsdiaten reagieren.
Die ,Heatmap* zeigt die Verteilung der bakteriellen Genera der einzelnen Hunde abhangig von
den Diaten A-D. Die Referenzdiat E wurde hierbei nicht berlcksichtigt, da diese durch die
Mischung beider Faserquellen in geringerer Konzentration schwer vergleichbar ist. Es wird
veranschaulicht, dass die Genera Clostridium, Bacteroides und Fusobacterium am haufigsten
im Kot der Versuchshunde nachgewiesen wurden. Dies ist in Ubereinstimmung mit der Studie
von Mentula et al. (2005b), in welcher die genannten Genera im Kot von 22 Beagle ebenfalls
am haufigsten detektiert wurden. Das gleiche Ergebnis wird von Abbildung 4 in Form eines
Balkendiagramms visualisiert. In Abbildung 5 wurde die fakale Mikrobiota nach dem
Proteingehalt der Diaten dargestellt, wobei die Gattungen Clostridium, Faecalibacterium und
geringgradig Blautia mit einer hGheren Abundanz vertreten waren nach Futterung der Diaten
mit 40 % Rp. In der Studie von Schmidt et al. (2018) wurden nach Futterung proteinreicher
BARF-Diaten hauptsachlich die Genera Clostridium (p = 0,003), Cellvibrio (p < 0,0001),
Carnobacterium (p = 0,005) und Methanobrevibacter (p = 0,007) im Kot von Hunden gefunden.
Interessanterweise wurde das Genus Faecalibacterium statistisch signifikant hdher in der
Kontrollgruppe detektiert (p = 0,002). Allerdings bleibt zu beachten, dass allen in die Studie
einbezogenen Hunden sowohl in der Versuchs- als auch Kontroligruppe Diaten
unterschiedlicher Zusammensetzung durch ihre Besitzer gefuttert wurden. Dadurch wird die
Vergleichbarkeit erschwert. Der mittlere Proteingehalt der Didten der Kontrollgruppe wird bei
Schmidt et al. (2018) mit 30,45 £ 9,61 % TM angegeben und liegt damit im mittleren Bereich
der fur die vorliegende Studie verwendeten Proteingehalte.

An dieser Stelle soll erwahnt werden, dass sowohl die ,Heatmap“ als auch die
Balkendiagramme lediglich der Veranschaulichung der erhobenen Daten dienen und nicht zu

statistische Aussagen herangezogen werden sollten.
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5.3.6 Beurteilung der Parameter in Harn und Blut

5.3.6.1 Harnstoff und Kreatinin im Blut

In vorliegender Studie war Harnstoff signifikant hoher bei Diaten mit hoherem Proteingehalt
(p =0,001). Dies stimmt mit Studien an Hunden (Davenport et al., 1994; Steinbach et al., 2010;
Zentek, 2016) uberein. Wenige Studien untersuchten allerdings an Hunden die Auswirkungen
I6slicher und unldslicher Faserstoffen auf den postprandialen Harnstoffgehalt im Blut.

In einer Studie von Martins et al. (2014) wurden Diaten mit Bierhefe und Zuckerrohr an Hunde
verflttert, wobei kein Unterschied in den postprandialen Harnstoffgehalten im Blut festgestellt
werden konnte. Der Rohproteingehalt der Diaten lag zwischen 29,7 - 30,4 % TM und somit
unterhalb der Rohproteingehalte der Diaten B und D, welche in vorliegender Studie einen
Einfluss auf die postprandialen Harnstoffgehalte im Blut zeigten. Ebenfalls hatten in der Studie
von Wambacqg et al. (2016) die Diaten (Zellulose oder eine Mischung aus
Zuckerribenschnitzel und Guar) keine Auswirkung auf den Harnstoffgehalt im Blut bei
Hunden. Allerdings gilt es auch hier bei der Interpretation zu beachten, dass der
Rohproteingehalt der Diaten mit 16,6 bzw. 16,7 % TM gering war.

Kreatinin entsteht bei einer non-enzymatischen Reaktion aus Phosphokreatin und Kreatin
(Braun et al., 2003). Kreatin wird, zusatzlich zur endogenen Synthese, auch Gber die Nahrung
aufgenommen (Dobenecker und Braun, 2015). Laut einer Studie von Dobenecker und Braun
(2015) nehmen Hunde durch Trockenfutter weniger Kreatin mit der Nahrung auf im Vergleich
zu Nassfutter oder unverarbeiteten Futtermitteln.

Die Ergebnisse der hier durchgefuhrten Studie zeigen eine numerische Erhdhung von
Kreatinin fir die Diaten mit 40 % Protein. Da Kreatinin, anders als Harnstoff, als weitgehend
unabhangig von der Nahrung erachtet wird, sind die Ergebnisse der vorliegenden Studie
plausibel.

Insgesamt betrachtet, hatten die in dieser Studie verwendeten Faserstoffe sowie andere
Faserstoffe aus anderen Studien keinen Einfluss auf die Harnstoffgehalte im Blut. Der

Proteingehalt scheint hier den einzigen Einfluss zu haben.

5.3.6.2 Harnstoff und Kreatinin im Harn

In einer vorangegangenen Studie hatten Hunde eine héhere Menge an Harnstoff und Kreatinin
im Harn, nachdem ihrer Diat Apfelpektin zugeflugt wurde (Zentek, 1996). Die Exkretion war in

der gleichen Untersuchung niedriger fur Zellulose und Guar. Es gilt jedoch zu berlcksichtigen,
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dass die Diat mit Pektin einen geringgradig héheren Rohproteingehalt (45,4 % TM) hatte als
die Diaten mit Guar (44,9 % TM) und Zellulose (43,5 % TM).

Dem gegenuber stehen Ergebnisse der Studie von Zentek und Meyer (1993). Hier konnte der
Harnstoffgehalt bei Hunden im Harn durch das Versuchsfutter (30 % granulierte Mohren,
Rohprotein: 181 g/kg TS) im Gegensatz zum Kontrollfutter (Rohprotein: 220 g/kg TS) reduziert
werden (p < 0,05).

In vorliegender Studie konnten signifikant hdhere Mengen an Harnstoff im Harn der Hunde
gemessen werden, nachdem sie mit den beiden proteinreichen Diaten geflttert wurden
(p=0,001). Es konnte gezeigt werden, dass die Faktoren ,Protein“ (p <0,001), ,Faser”
(p =0,002) als auch fur die Kombination aus ,Protein x Faser (p < 0,029) eine signifikante
Beeinflussung hervorriefen. Somit ist nicht eindeutig zu klaren, ob Proteinmenge, Faserquelle
oder die Kombination den entscheidenden Einfluss auf die renale Harnstoffausscheidung
hatte.

Auch fir den Parameter Kreatinin konnte ein statistisch signifikanter Einfluss der Fltterung
festgehalten werden (p < 0,002). Die numerisch grof3te Konzentration an Harnstoff und

Kreatinin im Harn wurde fur Diat D gemessen.

Ein weitgehender Konsens besteht darin, dass die renale Kreatininausscheidung konstant ist
und nicht, wie die Konzentration im Plasma, von der Muskelmasse des Tieres abhangt (Braun
et al., 2003). Jedoch zeigt die Studienlage, dass die renal ausgeschiedene Kreatininmenge
bei Hunden nach einer proteinhaltigen Mahlzeit ansteigt (O'Connor und Summerill, 1976;

Uechi et al., 1994) oder zumindest dadurch nicht beeinflusst werden kann (Polzin et al., 1991).

5.3.6.3 Indican im Harn

Indican entsteht durch den Abbau von Tryptophan. Dabei wird die Aminosaure Tryptophan zu
Indol reduziert, welches absorbiert, in der Leber konjugiert und als Indican mit dem Harn
ausgeschieden wird (Michael et al., 1964). Ein Anstieg von Indican im Harn ist assoziiert mit
einer Erhdhung von Enterobacteriaceae, hier wird vor allem Escherichia coli eine

Tryptophanaseaktivitat zugeschrieben (Zentek, 1996).

Die Ergebnisse der aktuellen Studie konnten zeigen, dass die Fitterung der Versuchsdiaten
einen statistisch signifikanten Einfluss auf den Parameter Indican hatte (p <0,038). Es
zeichnete sich ein Trend fir die Kombination ,Protein x Faser ab (p < 0,068). In vorliegender
Studie hatte Diat C (Karottentrester und 20 % Protein) im Vergleich mit den anderen Diaten

die niedrigste Indicankonzentration im Harn. Auch in einer Studie von Zentek und Meyer
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(1993) wurde der Einsatz von getrockneten, granulierten Méhren (30 % Zulage in den Diaten)
bei Hunden geprift. Durch die Supplementierung mit Méhren konnte die renale Ausscheidung
von Indican, bei weitgehend ausgeglichener Tryptophanaufnahme, signifikant vermindert
werden (p < 0,005).

In einer anderen Studie hatten Mannanoligosaccharide, Transgalactooligosaccharide, Laktose
und Laktulose (je 1 g/kg KM/d) keinen Einfluss auf den Indicangehalt im Harn bei Hunden
(Zentek et al., 2002b). Der Rohproteingehalt lag bei 36,6 %TM und ist somit ahnlich dem
Rohproteingehalt der in vorliegender Studie verwendeten Diaten B und D. Eine andere Studie
von Zentek et al. (2002a) verglich die Auswirkung von Dosenfutter, welche sich im Feuchte-
und Guargehalt unterschieden, mit einem extrudierten Trockenalleinfutter auf
verdauungsphysiologische Parameter bei drei Hunderassen. Dabei lagen die Proteingehalte
der vier getesteten Dosenfutter zwischen 27,6 und 28,1 % TM und der des Trockenfutters bei
28,3 % TM. Somit konnte eine Beeinflussung durch unterschiedliche Proteingehalte bei
diesem Versuch nahezu ausgeschlossen werden. Interessanterweise hatten Hunde nach
Futterung mit Dosenfutter signifikant hohere Indicanwerte im Harn
(11,9+2,7-16,7 £ 6,2 umol/kg KM/d) im Vergleich nach einer Fitterung mit einem
Trockenfutter (7,7 £ 3,4 pmol/kg KM/d). Da Guar und der Wassergehalt jedoch keinen
signifikanten Einfluss auf alle verdauungsphysiologischen Ergebnisse nahmen, diskutierten
die Autoren einen nicht unerheblichen Einfluss der Proteinmenge und dessen Qualitat.

Die Studie von Zentek (1996) zeigte, dass die 16slichen Faserstoffe (Apfelpektin und Guar) im
Gegensatz zur unléslichen Faserquelle Zellulose einen signifikant hoheren Indicangehalt im
Harn bei Hunden zur Folge hatte. Diese vermehrte Exkretion von Indican wurde durch einen
héheren Metabolismus der intestinalen Mikrobiota nach Fitterung fermentierbarer Faserstoffe
erklart.

Die Ergebnisse vorliegender Arbeit lassen vermuten, dass Karottentrester die Indicanwerte im

Harn senken kann.

5.3.6.4 Phenol und Indol im Harn

Fir Phenole und Indole konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Versuchsdiaten festgestellt werden, flr den Parameter 7-Methylindol lag ein Trend (p < 0,087)
fir den Faktor ,Protein“ vor.

Bei Zentek und Meyer (1993) hatte das Versuchsfutter der Versuchshunde, welches Méhren
enthielt, eine signifikante Reduzierung von Phenol im Harn zur Folge (p < 0,05). Indol konnte
nicht in jeder Harnprobe nachgewiesen werden (Versuchs-und Kontrollfutter), sodass eine

Interpretation hierfur nicht mdéglich ist.
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In der Studie von Nery et al. (2012) wurden Hunde mit verschiedenen Proteinquellen und
variierenden Proteinmengen gefittert. Dabei hatte die Proteinquelle einen hoch signifikanten
Einfluss auf die renale Phenolausscheidung (p < 0,001). Die Diat mit Gefligelmehl hatte eine
héhere Phenolkonzentration im Harn als Didten mit Weizenkleber. Aber auch die
Proteinmenge hatte einen ahnlich statistisch signifikanten Einfluss (p = 0,001), indem nach
Fatterung der proteinreichen Diaten vermehrt Phenol im Harn gemessen wurde. Auch fur die
renale Exkretion von Indol zeigte sich durch Gefliigelmehl ein statistisch signifikanter Einfluss,
indem diese Proteinquelle wie bei Phenol zu einer vermehrten Exkretion von Indol fihrte
(p =0,038). Fur Diaten mit hohem Rohproteingehalt (38,2 - 39,2 % TM) konnte ein Trend
(p < 0,087) dargestellt werden, die Fitterung dieser erhdhte die Indolkonzentration im Harn.
Da diese Studie mit verschiedenen Hunderassen durchgefiihrt wurde, konnten dadurch
etwaige Rasseunterschiede verglichen werden. Fur die renale Phenolexkretion wurde
beobachtet, dass Deutsche Schaferhunde eine hdhere Ausscheidung hatten im Vergleich mit
Schnauzern, Jack Russell und Zwergpudeln. Indol wurde Uber den Harn vermehrt durch
kleinere Rassen ausgeschieden.

Somit ist es nach Prufung der Literatur denkbar, dass in der vorliegenden Studie die
Proteinquelle Geflugelmehl einen Einfluss hatte, da zumindest fur 7-Methylindol ein Trend zur

Beeinflussung durch den Faktor ,Protein“ bestand.

5.3.6.5 Osmolalitat und pH- Wert im Harn

Die Osmolalitat wird im Harn gemessen um die Fahigkeit der Harnkonzentration durch die
Nieren zu testen, wobei die Tageszeit der Probennahme, das Alter der Hunde (van Vonderen
et al., 1997), die Lagerdauer sowie die Gefriertemperatur der Lagerung (Reinhart et al., 2016)
einen Einfluss auf das Messergebnis der Osmolalitat zu haben scheinen.

Die Werte der Osmolalitat der vorliegenden Studie liegen zwischen 408 — 1018 mosmol/kg
und sind damit Ubereinstimmend mit Angaben aus der Literatur fir Hunde (Rubin, 1996; van
Vonderen et al.,, 1997). Nach Auffassung von van Vonderen et al. (1997) ist es jedoch
schwierig, Referenzwerte anzugeben, da starke interindividuelle Unterschiede bei Hunden
beobachtet wurden. In der Studie von van Vonderen et al. (1997) konnte kein Einfluss der
Nahrung auf die Osmolalitdt im Harn der 89 teilnehmenden Hunde festgestellt werden.
Allerdings bleibt unklar, wie die Hunde geflttert wurden bzw. wie hoch der Rohproteingehalt
in der Nahrung war. In der vorliegenden Untersuchung konnten signifikante Unterschiede fur
die Osmolalitdt im Harn gezeigt werden (p < 0,001). Der Faktor ,Protein“ hatte dabei einen

hoch signifikanten Einfluss (p < 0,001). Die proteinreichen Diaten zeigten in vorliegender
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Studie eine hdhere Osmolalitat. Der pH- Wert unterschied sich nicht statistisch signifikant in

der vorliegenden Studie.

5.3.6.6 Korrelationen von Kreatinin zu den anderen analysierten Harnparametern

In vorliegender Arbeit wurde auf die Sammlung von Harn mittels Stoffwechselkafig verzichtet.
Dadurch lag fur die Analyse der Harnparameter kein 24-Stunden-Sammelharn vor, sondern
lediglich Stichproben durch Auffangen des Spontanharns. Es wurde angenommen, dass
Kreatinin renal weitgehend unabhangig von der Nahrung ausgeschieden wird und somit eine
Normalisierung der gemessenen Harnparameter durch Kreatinin erfolgen kann, welche die
Interpretation der Ergebnisse erleichtern soll. Jedoch zeigt Abbildung 10 deutlich, dass die
Normalisierung durch Kreatinin nicht geeignet ist, da Kreatinin in vorliegender Studie durch
den Proteingehalt beeinflusst wurde. Dies konnte auch in der Studie von O'Connor und
Summerill (1976) dargestellt werden. In dieser Studie verursachten 10 g/kg Protein (in Form

einer Fleischmahlzeit) bei Hunden einen Anstieg der Kreatinin Clearance um 40%.

5.3.6.7 Natrium und Kalium zur Abschatzung des Gesamtharnvolumens und

Berechnung der theoretisch ausgeschiedenen Menge anderer Harnparameter

In vorliegender Arbeit wurde das theoretisch ausgeschiedene Harnvolumen/Hund/Tag
ermittelt, da in dieser Studie kein Sammelharn Uber 24 Stunden vorlag. Nach Mizéhoun-
Adissoda et al. (2016) und Jedrusik et al. (2017) ist es beim Menschen moglich, aufgrund von
Kalium (gemessen im Spontanharn) die ausgeschiedene Kaliummenge im 24 Stunden
Sammelharn abzuschatzen. Daher wurde flir vorliegende Arbeit Kalium aus den Proben des
Spontanharns fir die Berechnung des theoretischen 24 Stunden Harnvolumens
herangezogen. Die daraus berechneten hypothetischen Harnvolumina liegen jedoch uber der
physiologischen produzierten Harnmenge eines Hundes (20 — 50 ml’/kg KM/Tag).

Nach der Berechnung der theoretisch ausgeschiedenen Gesamtmenge einzelner
Harnparameter wurden flr Harnstoff hdhere Werte nach Fitterung der proteinreichen Diaten
gefunden. Dies kann allerdings nicht abschlieBend beurteilt werden, da dies mit der

ausgeschiedenen Menge im 24 Stunden Sammelharn verglichen werden muisste.

Jedoch sollten zur abschlieenden Klarung der Frage, ob Kalium im Spontanharn des Hundes
geeignet ist dessen Exkretion im 24 Stunden Gesamtharn abzuschatzen, weitere Studien
erfolgen. Dabei sollte sowohl Kalium im Spontanharn als auch im 24 Stunden Sammelharn

gemessen und verglichen werden.

115



Diskussion

5.4 Schlussfolgerung und Ausblick

Die Ergebnisse der Studie belegen, dass die Versuchsdiaten Einflisse auf
verdauungsphysiologische Parameter wie die scheinbaren Verdaulichkeiten, bakteriellen
Metabolite, intestinale Zusammensetzung der Mikrobiota sowie Parameter des
Proteinmetabolismus in Harn und Blut hatten. Dabei spielte sowohl die Proteinkonzentration
als auch die Faserquelle eine entscheidende Rolle. Biertreber und Karottentrester zeigten
keinerlei Hinweise auf Unvertraglichkeiten, sodass der Einsatz dieser Faserquellen in der
Hundeernahrung gut moglich ist.

In zuklnftigen Studien ware es interessant, die Auswirkungen dieser Diaten auf

immunologische Parameter zu betrachten.
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6 Zusammenfassung

Eisenhauer, Anne Laura:

Effekte von Diaten mit unterschiedlichen Proteingehalten und Faserstoffen auf
verdauungsphysiologische Parameter beim Hund

Ziel der vorliegenden Studie war es, Effekte von Versuchsdiaten mit zwei unterschiedlichen
Proteingehalten in Kombination mit zwei unterschiedlich fermentierbaren Faserstoffen
(Biertreber, Karottentrester) auf verdauungsphysiologische Parameter bei Hunden zu
untersuchen. In einem Futterungsversuch wurden funf Versuchsdiaten (je 20 oder 40 %
Rohprotein mit Biertreber oder Karottentrester und eine Referenzdiat mit beiden Faserquellen
in geringerer Konzentration und 20% Rohprotein) in einem cross-over Design Uber je 21 Tage
an 10 Beagle gefuttert. Nach einer Adaptationsphase von 14 Tagen wurden Blut-, Harn- und
Kotproben genommen. Die Blut- und Harnproben wurden auf Parameter des
Proteinmetabolismus analysiert, weiterhin wurden die scheinbaren Gesamtverdaulichkeiten
der Rohnahrstoffe und der Mengen- und Spurenelemente ermittelt. In den Kotproben wurden
ebenfalls Analysen zur Bestimmung bakterieller Metabolite durchgefihrt und die
Zusammensetzung der intestinalen Mikrobiota ermittelt.

Die Versuchsdiaten hatten keinen Einfluss auf den fakalen pH-Wert und die Kotkonsistenz.
Fur die fakale Trockenmasse zeigten sich jedoch Unterschiede, wobei Didten mit Biertreber
eine hohere fakale Trockenmasse zur Folge hatten. Bei den scheinbaren Verdaulichkeiten
ergab sich ein Einfluss fur Rohfett, hier fihrte Biertreber zu einer niedrigeren Verdaulichkeit.
Fur die Mengenelemente zeigten sich diatetische Einflisse fir Phosphor, Karottentrester
fuhrte hier zu einer hdheren Verdaulichkeit. Bei Natrium hatte die Proteinmenge einen Einfluss,
wobei Diaten mit einem héheren Proteingehalt eine hdhere Verdaulichkeit zeigten, allerdings
hatte die Referenzdiat mit 20 % Protein die héchste Verdaulichkeit von Natrium. Sowohl die
Proteinmenge als auch die Faserquelle hatten einen Einfluss auf die Verdaulichkeit von
Magnesium, Karottentrester fiihrte zu héheren Verdaulichkeiten. Bei den Spurenelementen
hatten sowohl die Proteinmenge als auch die Kombination aus Proteinmenge und Faserquelle
Einflisse auf die Verdaulichkeit von Kupfer, die hochste Verdaulichkeit konnte fir die
Referenzdiat festgestellt werden. Die Untersuchung der bakteriellen Metabolite ergab
futterungsbedingte Unterschiede durch die Proteinmenge fir Laktat, biogene Amine und
Ammonium. Fur Karottentrester in den Diaten ergaben sich héhere fakale Konzentrationen der
kurzkettigen Fettsauren. Die fakale Konzentration von Phenol und Indol wurde hingegen durch

die Futterung nicht verandert. Fltterungsbedingte Einfliisse wurden fir das Phylum Firmicutes

117



Zusammenfassung

detektiert, welches vermehrt in Diaten mit héherem Proteingehalt im Kot nachzuweisen war,
wohingegen die Abundanz der Ordnung Bifidobacteriales grofRer war nach Futterung der
Diaten mit niedrigem Proteingehalt. Die Ordnung Erysipelotrichales war nach Futterung der
Referenzdiat erhoht und Aeromonadales war vermehrt nach Futterung mit Diaten mit
Biertreber als Faserquelle nachzuweisen. Das Vorkommen der Gattungen Faecalibacterium
und Lachnospira im Kot war hdéher nach Fitterung der Versuchsdiaten mit Karottentrester,
wohingegen die Gattungen Phascolarctobacterium, Parabacteroides und Acidaminococcus
vermehrt nach Fitterung mit Versuchsdiaten mit Biertreber nachgewiesen wurden. Nach
Futtern der Diaten mit niedrigem Proteingehalt lag eine vermehrte Abundanz der Gattung
Bifidobacterium im Kot der Hunde vor.

Im Harn ergaben sich zwischen den Futterungsgruppen Unterschiede fur Harnstoff, Kreatinin,
Indican und die Osmolalitat, wobei eine héhere Proteinmenge in der Diat zu héheren Werten
fuhrte. Dies konnte ebenfalls fir den Parameter Harnstoff im Blut beobachtet werden, Kreatinin
im Blut wurde durch die Fltterung nicht beeinflusst. Es konnte zudem gezeigt werden, dass
die Diaten mit 40 % Proteingehalt zu einer erhdhten renalen Kreatininausscheidung fuhrten.
Zusammenfassend betrachtet lasst sich feststellen, dass sowohl Biertreber als auch
Karottentrester als Faserquellen in der Hundeerndhrung eingesetzt werden koénnen. Ein
moderater Proteingehalt ist nach vorliegender Untersuchung flir Hunde am glnstigsten, da
dadurch weniger Proteinabbauprodukte entstehen, die schadliche Auswirkungen auf den

Organismus haben kénnen.
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7 Summary

Eisenhauer, Anne Laura:

Effects of diets with different protein contents and fibre sources on digestive

parameters in dogs

The study aimed at determining the impact of experimental diets with two different protein
contents in combination with two differently fermentable fiber sources (brewer’s spent grain,
carrot pomace) on digestive parameters in dogs. In a feeding trial, five different diets (in each
case 20 or 40 % of crude protein and Brewer’s spent grain or Carrot pomace and one reference
diet with both fiber sources in a lower level and 20 % of crude protein) were fed each in a
cross-over trial to 10 Beagles for 21 days. Blood, urinary and faecal samples were collected
after an adaption period of 14 days. Parameters of the protein metabolism were measured
based on blood and urinary samples. Furthermore, the apparent total tract digestibility of
nutrients and minerals were determined. Faecal samples were also analysed for bacterial
metabolites and the composition of the intestinal microbiota.

The experimental diets showed no effect on faecal pH or faecal consistency. Dietary effects
were detected for faecal dry matter whereby diets with brewer’s spent grain resulted in a higher
faecal dry matter. There was an impact of the apparent digestibility for crude fat, the apparent
digestibility was lower when diets with brewer’s spent grain were fed. Dietary impacts could be
observed for phosphorus, the diets with carrot pomace had a higher apparent digestibility. The
protein content had the highest impact on sodium, diets with higher protein content showed
higher apparent digestibilities. However, the reference diet with 20 % of crude protein had the
highest apparent digestibility of sodium. Also for magnesium, the protein in a diet as well as
the fiber source had an influence on its digestibility. The highest apparent digestibility for
magnesium was observed for diets with carrot pomace. With regard to trace elements, the
protein content as well as the combination of protein content and fiber source had effects on
the apparent digestibility of copper, the highest apparent digestibility was identified for the
reference diet. The investigation of bacterial metabolites revealed dietary differences due to
the dietary protein content for lactate, biogenic amines and ammonia. Diets with carrot pomace
resulted in a higher faecal concentration of short chain fatty acids. Faecal concentration of
phenol and indole, however, was not influenced by the fed diets. Dietary effects were observed
in the faecal samples for the phyla Firmicutes which was more abundant in faeces when dogs

were fed diets with a higher protein content, whereas the abundance of Bifidobacteriales was
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higher after feeding diets with low protein content. The order Erysipelotrichales was increased
after dogs were fed the reference diet and Aeromonadales were more abundant after feeding
diets with brewer’'s spent grain. The occurrence of the genera Faecalibacterium and
Lachnospira was increased after feeding the experimental diets containing carrot pomace,
whereas Phascolarctobacterium, Parabacteroides and Acidaminococcus were predominantly
present after feeding experimental diets containing brewer’s spent grain. The abundance of
Bifidobacterium in faecal samples was enhanced after feeding diets with low protein content.
Dietary effects were identified for urea, creatinine, indican and osmolality in the urine, where a
higher amount of protein in a diet lead to increased values. This was also observed for urea in
the blood, whereas the creatinine content in the blood was not influenced by diet. Diets with
40 % of crude protein lead to a higher renal excretion of creatinine.

Summarising, it can be concluded that brewer’s spent grain as well as carrot pomace may be
employed as fiber sources in the nutrition of dogs. The present study revealed a moderate
protein content as most suitable for dogs, as this results in less products of protein metabolism

which could have harmful effects on the organism.
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A1 Blutentnahme

Tabelle 32: Verwendete Gerate und Verbrauchsmaterialien der Blutentnahme

Bezeichnung Hersteller Ort, Land
Einmalkantile Terumo Deutschland Leuven, BEL
GmbH
S-Monovette 1,3 ml K3E Sarstedt AG &Co. Nurnberg, DE
S-Monovette 2,7 ml LH Sarstedt AG &Co. Nurnberg, DE
S-Monovette 5,4 ml Sarstedt AG &Co. Nurnberg, DE
Eppendorfgefal 2mi Eppendorf AG Hamburg, DE
Zentrifuge Thermo Fisher Scientific Waltham, USA
(Heraeus Megafuge) Inc.

A2 Scheinbare Gesamtverdaulichkeit

Tabelle 33: Verwendete Gerate, Verbrauchsmaterialien und Chemikalien zur Bestimmung der
scheinbaren Verdaulichkeit im Kot

Bezeichnung Hersteller Ort, Land

Gefriertrocknungsanlage, Martin Christ Osterode am

Alpha 1-4 LSC Gefriertrocknungsanlagen  Harz, DE
GmbH

Grindomix GM 200 Retsch GmBH Haan, DE

Ultra-Zentrifugalmuhle ZM Retsch GmBH Haan, DE

200

Analysenwaage (Typ: Genius) Sartorius AG Goéttingen, DE

Trockenschrank (Typ: Heraeus Holding GmbH Hanau, DE

Heraeus T5042)

Lacktrockenschrank LUT Thermo Fisher Scientific Waltham, USA

6050 F, DURAN, DN 300 Inc.

Muffelofen (Typ: Heraeus M Heraeus Holding GmbH Hanau, DE

110)
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Bezeichnung Hersteller Ort, Land
Exsikkator (Typ: Duran, DN Duran Group GmbH Wertheim/Main,
300), Exsikkator-Deckel mit DE

Tubus; NS 24/29 Novus

Makro-Elementaranalysator Elementar Hanau, DE

vario max CN

Rohfaseranalysator

(ANKOMZ2000 Fiber Analyser)

Soxhlet-Extraktion

(Extraktionssystem B-811)

Atomabsorptionsspektrometer

(Typ: contrAA 700)
Photometer
(Typ: Ultrospec 2100 pro)

Photometer Software

Sandbad (Typ: ST72)
Porzellantiegel
Filterbeutel Rohfett
(XT4 Filter Bags)
Filterbeutel Rohfaser
(F57 Filter Bags)

Faltenfilter (Whatman 595 7%,

125 mm)

Glasaufschlussrohrchen

Wasseraufbereitungssystem:

Milli-Q
Kaliumhydrogenphosphat
Titandioxid
Natriumhydroxid
Siedesteinchen

Kjeldahl Tabletten

3,5 g/Tablette

Petrolether (Petroleumbenzin,

reinst)

Schwefelsaure

Analysesysteme GmbH

ANKOM Technology
Macedon

Buchi Labortechnik GmbH
Analytik Jena AG
Amersham Pharmacia
Biotech Inc.

Amersham Biosciences
Corp.

Harry Gestigkeit GmbH
VWR International GmbH
ANKOM Technology
Macedon

ANKOM Technology
Macedon

GE Healthcare

SCP Science
Merck Millipore

Merck KGaA

Sigma Aldrich

Carl Roth GmbH & Co KG
Carl Roth GmbH & Co KG
AppliChem GmbH

Merck KGaA

Merck KGaA

New York, USA

Essen, DE

Jena, DE

Piscataway,
USA

Swift Il
Quantification
Dusseldorf, DE
Radnor, USA
New York, USA

New York, USA

Little Chalfont,
UK

Quebec, KAN
Darmstadt, DE

Darmstadt, DE
St. Louis, USA
Karlsruhe, DE
Karlsruhe, DE
Darmstadt, DE

Darmstadt, DE

Darmstadt, DE
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Bezeichnung Hersteller Ort, Land

Salzsaure Merck KGaA Darmstadt, DE
Salpetersaure Sigma Aldrich (Fluka) St. Louis, USA
Ammoniumvanadat Merck KGaA Darmstadt, DE
Ammoniummolybdat Carl Roth GmbH & Co KG  Karlsruhe, DE
Ammoniak Merck KGaA Darmstadt, DE
Wasserstoffperoxid (30 %ig)  Sigma Aldrich St. Louis, USA

Tabelle 34: Zusammensetzung der Nitrovanadatmolybdat-Lésung fir die Bestimmung von

Phosphor: Herstellung der Losung A: Ammoniummolybdat-Lésung

Substanz Zugabe

Ammoniummolybdat 100 g
(M= 1235,09 g/mol)

in warmen Reinstwasser

I6sen 10 ml
Ammoniak (25 %)

auf 1000 ml Reinstwasser auffiillen

Tabelle 35:

Zusammensetzung der Nitrovanadatmolybdat-Lésung fur die Bestimmung von
Phosphor: Herstellung der Lésung B: Ammoniummetavanadat-Lésung

Substanz Zugabe

Ammoniummetavanadat 2,35¢g
(M= 116,99 g/mol)

in 400 ml warmen

Reinstwasser l6sen 7 ml
Salpetersaure (65 %) 13 ml
H.O

auf 1000 ml Reinstwasser auffiillen
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Tabelle 36: Zusammensetzung der Nitrovanadatmolybdat-Lésung fiir die Bestimmung
von Phosphor: Herstellung der Nitrovanadatmolybdat-Lésung

Substanz Zugabe (ml)
Losung A 200
Lésung B 200
Salpetersaure (65 %) 134

auf 1000 ml Reinstwasser auffullen

Tabelle 37: Zusammensetzung der Kalibrierlésung fur die Bestimmung von Phosphor

Substanz Zugabe (g)

Monokaliumphosphat 0,4387
(136,08 g/mol)

in Reinstwasser l0sen

auf 100 ml Reinstwasser auffillen
Von dieser Losung eine
1:10 Verdunnung
herstellen - 0,1 mg/dl B
(P)’

B (P) = Phosphor

Tabelle 38: Pipettierschema der Standardreihe (in der Makrokuvette) fur die Bestimmung
von Phosphor

Gehalt Gehalt in Volumen Volumen Volumen

inug B (P)'  ug B(P)/ ml Kalibrierlosung  UltrareinstH20  Farbreagenz

[0,1 mg/mI B(P)] in ul in l

in pl
0 0 0 1500 500
10 5 100 1400 500
20 10 200 1300 500
40 20 400 1100 500
60 30 600 900 500

"B (P) = Phosphor
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A3 Bestimmung von NDF, ADF und TDF

Tabelle 39: Verwendete Gerate, Materialien und Chemikalien zur Bestimmung von NDF,

ADF und TDF
Bezeichnung Hersteller Ort, Land
Analysenwaage (Typ: Genius) Sartorius AG Gottingen, DE

Filterbeutel (F57 Filter Bags)
Rohfaseranalysator

Fiber Analyser)

Trockenschrank (Typ: Heraeus T5042)
Lacktrockenschrank LUT 6050 F,

DURAN, DN 300
Exsikkator (Typ: Duran,
Exsikkator-Deckel —mit
24/29 Novus
Cetyltrimethylammoniumbromid
Aceton

Schwefelsaure
EDTA-Natriumsalz
Natriumlaurylsulfat
Natriumtetraborat
Natriumphosphatdibasic
Triethylenglycol
Wasseraufbereitungssystem: Milli-Q
Ethanol 99 %

Enzyme

(a-Amylase,Protease,
Amyloglucosidase)

Celite
2(N-morpholino)Ethansulfonsaure
(MES)
Tris(Hydroxymethyl)Aminomethan
(TRIS)

(ANKOM2000

DN 300),
Tubus; NS

ANKOM Technology Macedon
ANKOM Technology Macedon

Heraeus Holding GmbH

Thermo Fisher Scientific Inc.

Duran Group GmbH

Carl Roth GmbH & Co. KG
Merck KGaA

Merck KGaA

Carl Roth GmbH & Co. KG
Carl Roth GmbH & Co. KG
Sigma Aldrich

Carl Roth GmbH & Co. KG
Carl Roth GmbH & Co. KG
Merck Millipore

Carl Roth GmbH & Co. KG
Megazyme International

Ireland

Carl Roth GmbH & Co. KG
Carl Roth GmbH & Co. KG

Carl Roth GmbH & Co. KG

New York, USA
New York, USA

Hanau, DE
Waltham, USA

Wertheim/Main,
DE

Karlsruhe, DE
Darmstadt, DE
Darmstadt, DE
Karlsruhe, DE
Karlsruhe, DE
St. Louis, USA
Karlsruhe, DE
Karlsruhe, DE
Darmstadt, DE
Karlsruhe, DE

Bray, Ireland

Karlsruhe, DE
Karlsruhe, DE

Karlsruhe, DE
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A4 Bestimmung kurzkettiger Fettsauren im Kot

Tabelle 40: Verwendete Gerate und Verbrauchsmaterialien zur Bestimmung der kurzkettigen
Fettsduren im Kot der Hunde

Bezeichnung Hersteller Ort, Land

Ruttler VV 3 VWR International GmbH Darmstadt, DE
Zentrifuge (Typ: 5415 C) Eppendorf AG Hamburg, DE
Gaschromatograf Agilent Technologies Inc. Santa Clara, USA
(Typ: GC 6890 N)

HP-INNOWAX Agilent Technologies Inc. Santa Clara, USA
Saule (Polyethylen Glycol)

Software (HP ChemStation) Agilent Technologies Inc. Santa Clara, USA
Gasgenerator Parker Hannifin Corp. Cleveland, USA
(Parker ChromGas 9150)

Injektionsspritze Agilent Technologies Inc. Santa Clara, USA
Probengefal® Agilent Technologies Inc. Santa Clara, USA
(Screw cap vials)

Hexansaure Sigma Aldrich Co. St. Louis, USA
Oxalsaure-Dihydrat Carl Roth GmbH & Co. KG Karlsruhe, DE
Wasseraufbereitungssystem: Milli-Q Merck Millipore Darmstadt, DE

Tabelle 41: Herstellung der Standardlésung zur Bestimmung der kurzkettigen
Fettsduren im Kot

Bezeichnung Zugabe

Stammldsung 50,0 pl
(10 mM) SUPELCO ,Volatile

Acids Standard Mix"
Oxalsaure-Dihydrat 10,0 mg

Reinstwasser 950 pl
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Tabelle 42: Herstellung der Stammlésung zur Bestimmung der kurzkettigen
Fettsauren im Kot

Bezeichnung Zugabe
Hexansaure 250 ul
Oxalsaure-Dihydrat 29

auf 200 ml mit Reinstwasser

auffullen

Tabelle 43: Herstellung der Verdunnungslésung zur Bestimmung der kurzkettigen
Fettsauren im Kot

Bezeichnung Zugabe
Stammldsung (10 mM) 50 ml
Oxalsaure-Dihydrat 1049

auf 1000 ml mit Reinstwasser

auffullen

A5 Bestimmung von D- und L-Laktat im Kot

Tabelle 44: Verwendete Gerate und Verbrauchsmaterialien zur Bestimmung von D- und L-
Laktat im Kot der Hunde

Bezeichnung Hersteller Ort, Land

Heraeus Fresco 21 Microzentrifuge Thermo Fisher Scientific Waltham, USA
Inc.

HPLC Agilent 1100 Agilent Technologies INc.  Santa Clara, USA

Vorsaule Phenomenex Inc. Torrance, USA

(Phenomenex C18 4.0 L mm x 2,0 ID

mm)

Hauptsaule (Phenomenex Chirex 3126 Phenomenex Inc. Torrance, USA

(D)-penicillamine 150 x 4,6 mm)

Software (Chromeleon Version 6.9) Dionex Corporation Sunnyvale, USA
Cellulose-Acetat-Spritzenvorsatzfiter ~ VWR International GmbH  Darmstadt, DE
(0,45 pm)

Probengefalle (Screw cap vials) Agilent Technologies Inc.  Santa Clara, USA
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Kupfer-lI-Sulfat Merck KGaA Darmstadt, DE
Zinkchlorid Technipur Merck KGaA Darmstadt, DE
D- + L-Milchsaure AppliChem GmbH Darmstadt, DE
Wasseraufbereitungssystem: Milli-Q Merck Millipore Darmstadt, DE

Tabelle 45: Herstellung der Lésung A: Kupfer-II-Sulfat-Lésung mit 2-Propanol zur
Bestimmung der Laktatkonzentration im Kot

Substanz Zugabe Hersteller, Ort, Land
Kupfer-lI-Sulfat 399 mg Merck KGaA,
2-Propanol 50,0 mi Darmstadt, DE
Carl Roth GmbH &
Co. KG

Auf 1000 ml mit

Reinstwasser auffiillen

Tabelle 46: Herstellung der Lésung B: Kupfer-lI-Sulfat-L6sung zur Bestimmung der
Laktatkonzentration im Kot

Substanz Zugabe Hersteller, Ort, Land

Kupfer-lI-Sulfat 79,8 mg Merck KGaA,
Darmstadt, DE

in 1000 ml Reinstwasser l6sen

Tabelle 47: Herstellung der Losung C: Carrez | zur Bestimmung der Laktatkonzentration
im Kot

Substanz Zugabe Hersteller, Ort, Land

Zinkchlorid 17,09 Merck KGaA,
Darmstadt, DE

in 100 ml Reinstwasser I6sen
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Tabelle 48: Herstellung der Losung D: Carrez Il zur Bestimmung der Laktatkonzentration
im Kot

Substanz Zugabe Hersteller, Ort, Land

Kaliumhexacyanoferrat (I1) 15,0 ¢ Merck KGaA,
Darmstadt, DE
in 100 ml Reinstwasser l6sen

Tabelle 49: Herstellung der Stammlésung (10 mmol/L) zur Bestimmung der
Laktatkonzentration im Kot

Substanz Zugabe Hersteller, Ort, Land
D- + L-Milchsaure 49,9 mg AppliChem GmbH,
Darmstadt, DE

in ein 25 ml Messkolben Uberflihren
und mit 0,5 mmol Kupfer-ll-Sulfat-

Lésung auffillen

Tabelle 50: Herstellung der 1 mmol/L-Lésung zur Bestimmung der Laktatkonzentration im Kot

Substanz Zugabe

Stammlésung (10 mmol/L) 100 pl

in ein Vial geben und mit
900 ul 0,5 mmol Kupfer-II-

Sulfat-Lésung verdinnen
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Tabelle 51: Herstellung der 0,1 mmol/L-Lésung zur Bestimmung der Laktatkonzentration

im Kot
Substanz Zugabe
1 mmol/L Lésung 100 ul

in ein Vial geben und mit 900
Ml 0,5 mmol Kupfer-II-Sulfat-

Ldsung verdinnen

A6 Bestimmung von Ammonium

Tabelle 52: Verwendete Gerate und Verbrauchsmaterialien zur Bestimmung von
Ammoniumkonzentration im Kot der Hunde

Bezeichnung Hersteller Ort, Land

Heraeus Zentrifuge (Typ: Thermo Fisher Scientific Waltham, USA

Fresco 17) Inc.

Mikrotiterplatten Tecan Group Ltd. Mannedorf, CH
Lesegerat (Typ: Infinite

M200 PRO)

Software i-control 1.7 Tecan Group Ltd. Méannedorf, CH
Mikrotiterplatte (96 well, Greiner Bio-One Kremsmiinster, AT

PS-Microplatte, F-Boden, International GmbH

transparent)

Phenol-Nitroprussid- Sigma Aldrich St. Louis, USA
Lésung

Salzsaure (HCL, 1M) Carl Roth GmbH & Co KG Karlsruhe, DE
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Tabelle 53: Herstellung des MOPS-Puffers (pH 7) zur Bestimmung von Ammonium

Substanz Zugabe in g Hersteller, Ort, Land
MOPS 2,0928 Carl Roth GmbH & Co KG,
(3-N- Karlsruhe, DE

Morpholinopropansulfon-

saure)

in 100 ml Reinstwasser
I6sen,

pH Wert auf 7 einstellen
bei 4°C

Tabelle 54: Herstellung von 1000 uM Ammonium in MOPS (pH 7) zur Bestimmung

von Ammonium

Substanz Zugabe Hersteller, Ort, Land

Ammoniumchlorid 0,0535¢ Sigma Aldrich, St. Louis,
USA

In 100 MM MOPS (pH7) 10 ml

Lésung 2 mal 1:10

verdinnen

Tabelle 55: Herstellung einer Natriumhypochloritidsung (0,2 %) in 1 M Natriumhydroxid fur die
Bestimmung von Ammonium

Substanz Zugabe in ml Hersteller, Ort, Land
Natriumhypochlorit 12 %ig 1 Carl Roth GmbH & Co KG,
Natriumhydroxid 1 M 59 Karlsruhe, DE
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Tabelle 56: Standardreihe flir die Ammoniumbestimmung

Endkonzentration Aus 1000 yM NHs*"  Volumen (A) in pl Volumen
NHs*" in uM (A) Verdinnungsmedium
(V) inpl

400 1000 400 600

350 1000 350 650

300 1000 300 700

250 1000 250 750

200 400 500 500

150 300 500 500

100 200 500 500

50 100 500 500

" NH4*= Ammonium

A7 Bestimmung von Phenol und Indol im Kot

Tabelle 57: Verwendete Gerate und Verbrauchsmaterialien zur Bestimmung von Phenol und
Indol im Kot der Hunde

Bezeichnung

Hersteller

Ort, Land

Gaschromatograf
(Typ: GC 6890 N)

Zentrifuge (Avanti J-26 XP)

Oakridge-
Zentrifugenréhrchen
Eppendorf Gefal}
Probengefal®
(Screw cap vials)
Methanol

Agilent Technologies Inc.

Beckman Coulter

Thermo Fisher Scientific,
Nalgene

Eppendorf AG

Agilent Technologies Inc.

Sigma Aldrich

Santa Clara, USA

Krefeld, DE
Waltham, USA

Hamburg, DE
Santa Clara, USA

St. Louis, USA
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A8 Bestimmung biogener Amine im Kot

Tabelle 58: Verwendete Gerate und Verbrauchsmaterialien zur Bestimmung der biogenen
Amine im Kot der Hunde

Bezeichnung Hersteller Ort, Land

Aminosaurenanalysator Laborservice Onken Grundau, DE

(Biochrom 20Plus) GmbH

Polyamin-lonenaustauschersaule Laborservice Onken Grundau, DE
GmbH

Schuttler VV3

Zentrifuge (Typ: 5415 C)
Cellulose-Acetat-
Spritzenvorsatzfilter
(0,45 ym, 25 mm)
Ninhydrin

VWR International GmbH

Eppendorf AG

VWR International GmbH

Laborservice
GmbH

Onken

Darmstadt. DE
Hamburg, DE
Darmstadt, DE

Griindau, DE

A9 Extraktion der DNA aus den Kotproben

Tabelle 59: Verwendete Gerate und Materialien zur Extraktion der DNA aus den Kotproben

der Hunde
Bezeichnung Hersteller Ort, Land
Analysenwaage Sartorius AG Goéttingen, DE

(Typ: Sartorius BP 110S)
MP FastPrep 24™ 5G
Quiagen® PowerSoil DNA
Kit

FastPrep 24 Lysing Matrix E-
Réhrchen

PV-1 Vortex Mixer
Eppendorf ® Zentrifuge 5430
Eppendorf Safe Lock Tubes
(1,5 und 2 ml)

MP Biomedicals
MO BIO Laboratories Inc.

MP Biomedicals

Grant Instruments Ltd.

Eppendorf AG
Eppendorf AG

Santa Ana, USA
Carlsbad, USA

Santa Ana, USA

Cambridge, UK

Hamburg, DE
Hamburg, DE
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A10 Bestimmung von Harnstoff und Kreatinin im Harn

Tabelle 60: Verwendete Gerate, Materialien und Chemikalien zur Bestimmung von Harnstoff
und Kreatinin im Harn der Hunde

Bezeichnung Hersteller Ort, Land
HPLC Agilent 1100 Agilent Technologies Inc. Santa Clara, USA
Lithiumcarbonat Sigma Aldrich (Fluka) St. Louis, USA

Borsaure
Probengefal®

(Screw cap vials)

Carl Roth GmbH & Co KG

Agilent Technologies Inc.

Karlsruhe, DE
Santa Clara, USA

A11 Bestimmung von Indican im Harn

Tabelle 61: Verwendete Gerate, Materialien und Chemikalien zur Bestimmung von Indican im

Harn der Hunde

Bezeichnung

Hersteller

Ort, Land

QuantiChrom Indican Assay
Kit

UV-MikrokUvette
(Zentrumshohe 15mm)
Photometer

(Ultrospec 3300 pro)

1,5 ml Greiner Tubes
Pipetten (1000 ul, 100 pl,
200 pl, 10 pl, 20 pl)
Zentrifuge

(Heraeus Fresco 17)

BioAssay Systems

Brandt GmbH + Co KG

Amersham Biosciences

Greiner Bio One

Sorenson Bioscience

Thermo Fisher Scientific Inc.

Hayward, USA

Wertheim, DE

Little Chalfont, UK

Kremsmunster, AT
Salt Lake City, USA

Waltham, USA
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Tabelle 62: Standard-Stammlésung: Bestandteil des Kits; Konzentration: 30 mg/dl

Vol.
Endkonzentration Verdinnungs- Standard  Vol. H20 Endvol.
Ifd.-Nr.  in mg/dl stufe in ul in ul in ul

RLW! 0 0 0 600 600
1 0,5 1/60 10 590 600

2 1 1/30 20 580 600

3 2 1/15 40 560 600

4 4 2/15 80 520 600

5 6 1/5 120 480 600

6 8 4/15 160 440 600

7 10 1/3 200 400 600

' RLW = Reagenzienleerwert

A12 Bestimmung von Phenol und Indol im Harn

Tabelle 63: Verwendete Gerate, Materialien und Chemikalien zur Bestimmung von Phenol und
Indol im Harn der Hunde

Bezeichnung Hersteller Ort, Land

Gaschromatograf GC 6890 Agilent Technologies Inc. Santa Clara, USA

N

Zentrifuge Fresco 21 Thermo Fisher Scientific Waltham, USA
Inc.

Probengefal® Agilent Technologies Inc. Santa Clara, USA

(Screw cap vials)
Konz. Ameisensaure (85 %) Carl Roth GmbH & Co KG Karlsruhe, DE
B- Sigma Aldrich St. Louis, USA

Glucuronidase/Arylsulfatase
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A13 Bestimmung der Osmolalitat im Harn

Tabelle 64: Verwendete Gerate und Materialien zur Bestimmung der Osmolalitat im Harn der
Hunde

Bezeichnung Hersteller Ort, Land

Osmometer Typ OM 806 Vogel Medizinische Gielten, DE
Technik & Elektronik

Eppendorfgefal Eppendorf AG Hamburg, DE

A14 Bestimmung des pH-Wertes in Kot und Harn

Tabelle 65: Verwendete Gerate flir die Bestimmung des pH-Wertes in Kot und Harn der Hunde

Bezeichnung Hersteller Ort, Land
pH- Messelektrode Mettler Toledo Giel3en, DE
Eppendorfgefall Eppendorf AG Hamburg, DE
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